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PREFAŢĂ 


Manualul PRACTICUM’ DE BIOLOGIE, conține metode şi tehnici 
de laborator, care se pot folosi în procesul de predare a diferitelor dis- 
cipline biologice. 

Am considerat util ca aceste tehnici, unele prezentate în diferite 
lucrări, în aceeaşi redactare sau într-o nouă redactare să fie reunite 
intr-un Singur manual, pentru a ușura activitatea de documentare și 
efectuarea lucrărilor practice de laborator sau a practicii productive. 

Învățământul românesc a traversat în ultimele două decenii o peri- 
oadă de profunde transformări și readaptări înnoitoare, într-un proces 
continuu aflat sub semnul unei temeinice integrări cu activitatea pro- 
Juctivă. Integrarea organică a învățămîntului cu cercetarea științifică, 
oroducția și activitatea social-culturală, presupune îngemănarea celor 
zrei componente ale activității sociale, educatia, cercetarea și producția 
— într-un sistem unitar, astfel încît fiecare unitate de învățămînt să 
devină în procesul de pregătire a tineretului studios, în același timp o 
unitate de cercetare și producție. În modul acesta se realizează o sim- 
bioză între pregătirea teoretică și cea practică, elevul şi studentul, fiind 
pregătiţi în cadrul unui proces complez în care laboratorul, cîmpul expe- 
“imental, şcoala se îmbină în mod armonios. 

Revoluția tehnico-știinţifică, la care sîntem în egală măsură martori 
si participanți, solicită o solidă pregătire de cultură generală și prac- 
zică, indiferent de domeniul în care vor lucra actualii elevi și studenţi 
— industrie, agricultură, construcţii, sănătatea publică, care-i dă posi- 
bilitatea să-și desăvirșească pregătirea profesională, să contribuie în 
perspectivă la progresul tehnic și la obținerea unor rezultate la nivelul 
actualelor și viitoarelor exigente. 

Însușirea în cele mai bune condiţii a cunoștințelor de biologie, 
mereu mai complexe și diverse se poate realiza numai dacă cunoștințele 
teoretice sint însoțite de demonstrații practice şi deplasări pe teren. 

Pentru a sprijini procesul de perfecționare si modernizare a învă- 
zământului biologic, Societatea de Stiinte Biologice a inițiat elaborarea 
si publicarea acestui manual de lucrări practice, util deopotrivă profe- 
zorilor și elevilor. 

Introducerea practicii productive în învătămintul românesc de toate 
gradele s-a dovedit a fi o orientare științifică de o deosebită importantă 
pentru integrarea acestuia cu cercetarea şi producția. 

În conceptia actuală, practica productivă reprezintă o componentă 
principală a procesului de instruire profesională, științifică a elevilor și 
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studenților, o nodalitate de perfecționare a cunoștințelor teoretice şi 
practice însuşite în cadrul procesului de învățământ, sau de însușirea 
unor noi tehnici de investigatie și producție. 

Prin activitatea productivă pe care o desfășoară elevii si studenții, 
se urmăreşte în acelaşi timp, formarea deprinderilor de muncă inde- 
pendentă, educarea prin muncă și pentru muncă. 

Ne exprimăm convingerea că manualul PRACTICUM DE BIOLO- 
GIE îşi va dovedi utilitatea și va contribui la desfășurarea în mai bune 
condiții a procesului de instruire şi a activităților productive. 

Exprimăm cele mai alese mulțumiri prof. gr. I. A. Talată, 
pentru amabilitatea, promtitudinea și competența cu care a acceptat 
să analizeze conținutul lucrării și să testeze posibilitatea folosirii teh- 
nicilor în cadrul lecţiilor sau cercurilor de biologie. 

Mulţumim tuturor celor care vor avea amabilitatea să citească acest 
manual și care prin sugestiile lor vor contribui la îmbunătăţirea urmă- 
toarelor ediții. 


Prof. dr. 1. ANGHEL 
Preşedintele Societăţii de Ştiinţe Biologice 


1. ÎNDRUMĂRI PRACTICE PRIVIND ÎNTOCMIREA 
COLECŢIILOR DE MATERIALE BOTANICE 


) 

Fiecare colţişor al patriei noastre constituie o sursă inepuizabilă din 
care poate fi colectată o gamă largă de materiale biologice; el nu ne 
oferă însă în orice moment materialul didactic demonstrativ necesar în 
zredarea științelor biologice sau pentru realizarea tematicii de cercetare. 
În consecință, pe măsură ce el apare în natură, trebuie colectat, con- 
servat și inclus în colecţie. în general, colecţiile botanice se pot realiza 
sub două forme : de herbare și de exponate muzeistice. 


1.1. HERBORIZAREA, PREPARAREA ȘI ÎNTOCMIREA 
HERBARELOR 


„Herbarium necessarium est omni botanico“ (K. Linné) , 

Predarea unor discipline biologice ca morfologia, anatomia şi taxo- 
nomia plantelor, fitopatologia, fitocenologia, ecologia ş.a. nu poate fi 
concepută fără utilizarea unui material botanic conservat. Cel inclus 
intr-un herbar are o importanță primordială, aşa încît el trebuie să 
existe în fiecare laborator şcolar de biologie. Herbarul — (lat. herba = 
:arbă, plantă) — este o colecție de plante uscate prin presare, aranjate 
pe coli speciale şi ordonate în funcție de tematica acestuia. 

Aceeaşi denumire este dată şi instituţiei, clădirii şau încăperii în 
care sînt depozitate, clasate, întreținute și completate colecțiile de plante 
uscate (herbarele). 


1.1.1. SCURT ISTORIC 


Plantele, componentă principală a biosferei, au constituit dintot- 
deauna, pentru om, cea mai importantă sursă nutritivă şi de materie 
drimă pentru diferitele ramuri ale economiei. Existența umană este 
:ndisolubil legată, de lumea vegetală ; de aceea, încă de la apariţia sa, 
omul a căutat să cunoască plantele. Mărturie sînt gravurile, desenele şi 
picturile străvechi ale celor mai utile plante comestibile, medicinale, 
furajere ş.a. Cu mult mai tîrziu au apărut herbarele. Începutul este mar- 
cat de Evul mediu, cînd, îndeosebi călugării, colectau de la plante numai 
florile pe care le presau între filele cărților de rugăciuni, unde în con- 
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tinuare erau păstrate. Astfel s-a realizat prima presă de plante și astfel 
a apărut primul herbar. Uncle se mai păstrează și azi, avînd, în primul 
rind, o deosebită valoare istorică. Dintre cele mai vechi herbare menţio- 
năm pe cele ale unor pasionaţi naturalişti şi medici ca: William 
Turner (1538), Aldrovandi (1554), Hireonimus Har- 
der (1562), Cesalpino (1563) ş.a. Un mare şi valoros herbar a fost 
şi cel al lui Petru I (1689—1725), dar care a ars în anul 1912. Merită 
de asemenca a fi menţionat micul herbar al lui Arcskin (1680), 
medicul lui Petru I, care cuprinde circa 200 plante medicinale, reprezen- 
tînd una dintre cele mai valoroase piese ale Muzeului Botanic al Aca- 
demiei de Ştiinte din Moscova. . 

Din marile călătorii întreprinse în jurul globului, constant însoțite 
şi de naturaliști, s-au adus, printre altele și bogate colecții de plante. 
Ca urmare, odată cu aceste celebre expediții s-a ivit necesitatea clasării 
și păstrării acestui imens şi valoros material științific, în incinte spe- 
'cialc, numite herbare. Numărul acestora, la început mic, a crescut con- 
tinuu, existind azi pe glob peste 1200 de herbare. Lucrarea „Index her- 
barium“, tipărită lu Haga sub egida Biroului Internaţional de Nomen- 
clatură și Taxonomie, cuprinde, alfabetic pe oraşe, aproape toate herba- 
rele de pe glob cu menționarea adresci colecţiilor pe care le cuprinde, 
ce schimburi dorește să facă și a indicativului de circulațici internatio- 
nală. 


Considerăm interesant de a menţiona aici citiva dintre cele mai mari 
herbare care cuprind fie colecţii unice fie materiale de o deosebită 
valoare taxonomică ; — Herbarul de la Grădina Botanică Regală din Kew 
(Anglia) — cu peste 5.000.000 -de exemplare ; — Herbarul de la British 
Museum (Anglia) — cu circa 4.000.000 de exemplare. Tot aici se află si 
herbarul celebrului naturalist suedez K. Linné. Avîndu-se în vedere 
valoarea incstimabilă a acestui herbar el a fost transportat la Londra 
de o escadrilă de război. iar aici este păstrat în recipiente speciale cu 
vid; — Herbarul Grădinii Botanice din Geneva (Elveţia) — cu peste 
3.500.000 de exemplare, unde se păstrează, în aceleași condiţii ca și 
herbarul lui K. Linec, Herbarul lui De Candolle; — Herbarul 
Muzeului de Istorie Naturală din Paris (Franţa); Herbarul Institutului 
Botanic din Leningrad al Academiei de Științe a U.R.S.S.; — Herbarul 
Grădinii Botanice din New-York. Toate aceste herbare cuprind fiecare 
peste 3.500.000 de plante. Menţionăm, de asemenea, — Herbarul Grădini: 
Botanice din Bogor (Indonezia), ce cuprinde o interesantă colecţie de 
plante din Oceania; Herbarul Universâtății din Sydnei, în care sînt 
inserate numeroase specii vegetale din Australia și Tasmania; —— Ier- 
barul de la Cape Town (S.U.A.), cu o colecție importantă de plante 
suculente din sudul Africii. 

Regretabilă este dispariţia unuia dintre cele mai importante her- 
bare de pe glob, Ilerbarul de la Berlin, care a ars în timpul celui de al 
doilea război mondial. Printre cele peste 4.000.000 de plante, colectate 
de pe toate meridianele şi paralelele globului, se aflau,și colecții cele- 
bre, unice, de o valoare inestimabilă. 
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În „Index Herbarium“ — lucrare citată anterior — figurează şi 
patru din herbarele existente în R. S. România; Herbarul Grădini 
Botanice din Cluj-Napoca (,Cl'“), Herbarul Institutului Botanic din 
Bucureşti („Buc“), Herbarul Institutului de Biologie din Bucureşti 
(Buca“) și Herbarul Grădinii Botanice din Iași (1). 

Dintre colecţiile mai importante existente în herbarele din ţara 
-oastră menţionăm : colecţia lui J. Baumgarten , (1765—1854), 
a circa 20.000 de exemplare, herbarul lui Römer (1848—1926), 
z.gele europene din colecţia Thimen-Rabenhorst,  mixomi- 
cetele lui M. Brandză, herbarele lui F..Porcius şi P. Cre- 
-zoiu șa. 


Herbarul Grădinii Botanice din Cluj-Napoca rămîne în continuare cel 

zai valoros, fiind cel mai mare — cu peste 500.000 de cxemplare — și 
ce] mai complet din țara noastră. Tot aici, din iniţiativa si conducerea 
ustrului botanist român Al. Borza, s-a editat începînd din anul 
13921 „Flora Romaniae Exsiccata“ în 70 de exemplare, dintre care 34 
snt folosite pentru schimb cu instituţii similare de pe glob. Herbarul 
Z=stitutului Botanic din Bucureşti are ca nucleu bine individualizat 
-ierbarul General care cuprinde colecţii bogate, ce reprezintă un preţios 
aterial comparativ pentru documentare. 

Ilerbarul General cuprinde colecţii dintre cele mai valoroase de pe 
z.ob şi anume: I. Rabenhorst — Algae Europaeae, Thiimen — 
"Iycotheca Universalis; V.  Schiffner — Hepaticae  Furopaeae 
Zriccatae; O. Baenitz — Herbarium Europaeum; P. Saccardo 
— Mycotheca Veneta ş.a. În cuprinsul herbarului se mai găsesc şi rămă- 
~i ele a două valoroase colecţii, herbgrul prof. Grecescu şi herbarul 

: P. Cretzoiu. 

Între diferitele herbare de pe glob s-au stabilit și “statornicit strinse 
z -aţii concretizate prin schimburi reciproce de materiale și publicaţii. 
Acest schimb sc „realizează atit pe plan national cît și pe plan interna- 
zonal. Schimbul are ca scop principal diversificarea colecţiilor, comple- 
“area celor existente, şi pe cit posibil obţinerea tipurilor. Un alt aspect 
` relaţiilor dintre herbare este împrumutul de material, în special de 
.puri, pentru cercetări taxonomice comparative. 


N 
1.1.2. TIPURI DE HERBARE 


Se cunosc mai multe tipuri de herbare, clasificate după o seric de 
zriterii : 


— h. tazonomice — cuprind taxoni vegetali aranjaţi în ordine sis- 
x matică ; la rîndul lor h.t. sìnt de mai multe feluri: h.t. generale — 
¿cuprind colecţii de plante de pe tot globul; h.t. regionale — cuprind 


-axonii vegetali ce cresc pe teritoriul unei ţări sau al unei provincii. La 
-ndul lor h.t.g. și h.t.r. pot fi divizate în funcție de unităţile |taxono- 
mice pe care le cuprind în; h. algologice, h. micologice, h. lichenolo- 
zice, h. briologice ș.a. Oricare dintre aceste herbare taxonomice are o 
zeoscbită valoare ştiinţifică şi didactică; h. fitocenologice — cuprind 
- „xoni vegetali grupaţi în fitocenoze, în funcţie de valoarea cenotică a 
acestora şi nu taxonomică ; h. ecologice — în care plantele sînt grupate 
in funcţie de biotopii din care au fost colectate; h. fenologice — care 


11 


| 


cuprind taxoni vegetali ordonaţi în funcţie de ciclul lor de dezvoltare 
(ex. perioada de înflorire și fructificare etc.); h. morfologice — în care 
sînt inserate variate specii, ordonate şi grupate după criterii morfologice 
(ex. tipul de aparat vegetativ, tipul de organ vegetativ — rădăcină, tul- 
pină, frunză — sau reproducător — floarea $.a.); h. cu plante utile 
omului; ex. h. cu plante alimentare, h. cu plante medicinale, h. cu 
plante furajere, h. cu plante tehnice, k. cu plante melifere sau orna- 
mentale etc. 


1.1.3. ALCATUIREA HERBARELOR 


Tehnica de întocmire a unui herbar didactic sau științific implică 
o serie de operaţii succesive şi anume: herborizarea (recoltarea plan- 
telor), uscarea prin presare, determinarea (identificarea taxonilor), aran- 
jarca pe coli şi conservarea plantelor. 

Herborizarea. După o temeinică iniţiere teoretică, care presupune 
„o bună cunoaștere a morfoanatomiei, ecologiei, biologiei și taxonomiei 
plantelor, se poate trece la studiul practic al acestora, care începe cu 
recoltarea lor, operaţie cunoscută sub numele de herborizare. 

Pentru herborizare sînt necesare o serie de ustensile și materiale 
dintre care esențiale sînt următoarele (fig. 1—6) : 


Fig. 1—5 — Ustensile utilizate în recoltarea materialelor biologice: 1 — dalta; 
2 — botanieră; 3 — lupa geologică; 4 — deplantor; 5 — cosor. 


N 
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— lupa cu o putere de mărime de 10 x și 20 x — este necesară 
pentru o primă identificare a plantelor pe teren, facilitînd observarea 
unor caractere morfologice inaccesibile ochiului uman (fig. 3) ; — deplan- 
tator (= lopăţică) — cu ajutorul căruia se scot plantele superioare, 
tericole împreună cu porțiunea lor subterană (fig. 4); — botanieră — 
cutie specială din tablă, de formă oval-cilindrică, în care se depozitează, 


Fig. 6 — Presa de teren. 


temporar, plantele recoltate pe teren (fig. 2); în lipsa acesteia se pot 
utiliza, cu deplin succes, pungi de material plastic ; — presa de teren — 
utilă deoarece unele plante trebuie introduse în presă imediat după 
recoltare. Este formată din două plăci de placaj sau de carton, sau din 
două plase de sirmă, rigide, sudate pe rame de alumină de formă 
dreptunghiulară (30 X 45 cm), ce se pot strînge cu chingi, arcuri meta- 
lice sau benzi de cauciuc, între care se prind colile de sugativă (sau 
foile de ziare), intercalindu-se și cîteva coli de carton gofrat pentru a 
asigura o oarecare aerisire (fig. 6); — hîrtie sugativă specială — sau 
în lipsa acesteia ziare — necesară la presarea plantelor pe teren; 
— cuțit cu lama lungă şi bine ascuţită util la desprinderea algelor, 
lichenilor și mușchilor de pe substrat (scoarța arborilor, pietre, lemne, 


pămînt) (fig. 5); — dalta și ciocanul — necesare pentru obţinerea unor 
fragmente de stîncă pe care se dezvoltă unele grupe taxonomice de 
plante inferioare (fig. 1); — etichete — pe care se vor nota imediat 


după recoltare ; denumirea plantei (dacă aceasta poate fi identificată 
pe teren), localitatea, stațiunea, altitudinea, expoziţia şi data recoltării. 
Aceleași date vor fi trecute și în caietul de teren, la care se mai pot 
adăuga unele date, ecologice și fitocenologice. Uneori se procedează şi 
astfel : fiecare plantă poartă un număr, iar toate datele necesare sînt 


trecute numai în caiet în dreptul numărului respectiv; — harta 
regiunii — în care se face deplasarea și o busolă sînt indispensabile 
pentru orientarea în teren; — altimetru — indispensabil în cazul în 


care deplasarea se face într-o regiune colinară sau montană, pentru 
aprecierea corectă a altitudinii staţiunilor. 

Cînd herborizarea are drept scop unele cercetări ecologice sau fito- 
cenologice, pe teren vor fi transportate și alte ustensile şi aparate 
pentru măsurarea valorii unor factori ecologici şi realizarea unor calcule 
statistice. 
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Calitatea materialelor conservate depinde în mare măsură de modul 
in care s-a făcut recoltarea acestora, de aceea, acestei operaţii trebuie 
să-i acordăm o atenție specială. 

Avind la dispoziţie toate aceste ustensile şi materiale, în teren se 
poate trece la recoltarea materialului botanic. Deoarece regnul vegetal 
este foarte heterogen ca nivel de organizare, habitus şi habitat, recol- 
tarea variatelor grupe taxonomice și ecologice de plante se face în mod 
diferit. Ca urmare, vom schiţa în cele ce urmează tehnica de recoltare 
a diferitelor grupe de plante, incepind cu cele inferioare. 

Bacteriile din sol se recoltează pe lame pe care în prealabil s-a 
depus un strat subțire dintr-un mediu nutritiv gelozat. Lamele se 
introduc în sol în pozitia + verticală, unde se lasă cîteva zile. După 
dezvoltarea populațiilor bacteriene, lamele se fixează, se colorează adec- 
vat, se determină microorganismele şi se introduc în plicuri, care se 
lipesc împreună cu eticheta pe coala de herbar. =~ 

Flagelatele şi algele microscopice, acvatice se colectează cu aju- 
torul fileului planctonic, de la diferite adîncimi. După filtrarea apei, 
scdimentul, bogat în celule algale, se fixează cu soluția Lugol peniru 
24 de ore, apoi în formol 40%/ (vezi pag. 148). Suspensia algală poate 
fi concentrată prin centrifugare la o viteză de circa 2000 de turaţii pe 
minut, timp de 2—3 minute, Supernatantul se decantează, jar din sedi- 
ment se fac preparate microscopice durabile, care se determină, se eti- 
chotează şi se aşează pe coli de herbar în pliculeţe speciale. 

Un material similar poate fi obținut și prin stoarcerea şi spălarea 
unor macrofite acvatice sau răzuirea unor suporturi (lemne, pietre), sub- 
merse. În acest caz dominant este perifitonul. 


Algele macroscopice corticole, saxicole şi tericole se colectează prin 
răzuirea lor de pe substrat cu ajutorul unui cuțit. Materialul obţinut 
se ambalează în pliculeţe. 

Algele macroscopice se colectează prin desprinderea talului lor de 
pe substratul pe care se dezvoltă. Pentru cele bentonice care cresc la 
adîncimi mai mari, așa cum sînt spre exemplu unele alge brune şi roşii 
marinc, sînt necesare scufundări sau dragarea fundului apei. Materialul 
colectat poate fi imediat etalat pe coli de hîrtie, direct în apă sau este 
fixat cu o soluţie fixatoare adecvată (ex. formol 3—50%/0) şi transportat 
în laborator. Dintre algele macrofite ce pot fi colectate din lacuri, bălți, 
rîuri și tinoave menţionăm: Oscillatoria sp., Lyngbia sp. (Cyanobac- 
terii), Ulothrix sp., Oedogonium sp., Spirogyra sp., Chladophora sp., Dra- 
parnaldia sp., (Chlorophyta), Chara sp., Nitella sp., Tolypella sp. (Cha- 
rophyta). Biotopul marin ne oferă de asemenea un bogat material algal. 
De pe plaftorma litorală a Mării Negre pot fi colectate numeroase specii 
de alge verzi, brune și roșii: Ulothrix sp., Chladophora sp., Entero- 
morpha sp., Ulva sp. (Chlorophylta), Cystoseira barbata şi C. bosphorica 
(Phacophyta), Bangia sp., Porphyra sp., Batrachospermum sp., Ceramium 
sp., Dassya sp., Polysiphonia sp., Laurencia sp. (Rhodophyta). 

Ciupercile — reprezintă cea mai mare și mai heterogenă unitate 
taxonomică si ecologică de plante inferioare. Ca exo- sau endoparazite 
pe vegetale sau animale sau ca saprofite pot fi pretutindeni întîlnite. 
Diversitatea lor morfo-anatomică şi biologică implică o varietate de 
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metode de recoltare. Asupra metodelor de recoltare a celor mai comune 
şi mai importante grupe de ciuperci ne vom opri în cele ce urmează: 
— Ciupercile foliicole — se recoltează împreună cu organul plantei 
infestat. Se recomandă ca cel puţin un exemplar complet din planta 
gazdă să fie recoltat, ce va servi la identificarea corectă a acesteia. 
Uneori se impune colectarea aceleiași plante în mai multe faze feno- 
logice, pentru a surprinde paraziți în variate stadii ale ciclului lor de dez- 
voltare, fără de care nu se poate face o determinare exactă. Materialele 
colectate pot fi temporar depozitate în botaniere sau în pungi de mate- 
rial plastic, dar e cu mult mai bine ca imediat, pe teren, să se aranjeze 
în presă; — Ciupercile corticole și lignicole se vor colecta împreună 
cu o porţiune din ramură sau cortexul arborelui. Identificarea gazdei 
trebuie făcută pe teren. În cazul în care din diverse motive nu putem 
realiza această operaţie la faţa locului se cere ca din planta gazdă să 
se ia ramuri cu frunze şi muguri, flori si fructe ce vor servi la identi- 
ficarea ulterioară a acesteia în laborator. Eşantioancle poi fi ambalate 
în hîrtie, pliculeţe sau transportate în botanicre sau pungi de material 
plastic. f 

— Ascomycetele şi Basidiomycetele cu corpuri de fructificatie 
cărnoase se întîlnesc în majoritatea biocenozelor de la şes, deal şi 
regiunea montană, din primăvară pînă în toamnă, mai abundente fiind 
în perioadele calde și umede ale anului. Pentru colectarea acestora este 
necesar a se cunoaște cîteva reguli, dintre care esenţiale sînt urmă- 
toarele : 

— se vor recolta numai carpoforii sănătoşi (neatacați de viermi, 
gasteropode şi insecte) şi compleţi (cu picior, pălărie, volvă, inel, velum, 
cortină ș.a.) ; 

— din aceeaşi specie se vor recolta mai multe exemplare aflate 
în diferite etape de dezvoltare (tinere, mature și îmbătrînite) ; 

— ciupercile lignicole' și corticole vor fi desprinse împreună cu o 
porțiune din substrat ; 

— în măsura în care timpul ne permite este recomandabil a se 
obține și o sporogramă de la fiecare specie recoltată, foarte utilă și 
uneori indispensabilă în identificarea lor (fig. 9 E); 

— pe lîngă datele amintite în cazul ciupercilor cărnoase, în caietul 
de teren se va nota în plus culoarea himenoforului, pălăriei şi picio- 
rului (cînd ambele componente sînt prezente), consistenţa, culoarea stro- 
mei proaspăt ruptă și după un timp oarecare, mirosul şi eventual gustul. 
Aceste date pot fi completate cu unele schiţe sau fotografii, toate fiind 
necesare la determinare. 


Macromicctele cărnoase după colectare se curăţă bine de pămînt, se 
ambalează în tuburi de sticlă, borcane, cutii de carton sau de lemn, și se 
transportă în laborator. În cazul în care ne lipsesc asemenea ambalaje car- 
poforii pot fi așezați, cu multă grijă, direct în botanieră, cutii de lemn sau 
coșuri de nuiele. Trebuie acordată o deosebită atenţie manipulării și 
transportului acestui tip de ciuperci deoarece se deteriorează foarte 
repede ; materialul își pierde astfel din valoarea ştiinţifică şi didactică, 
iar uncori nu mai poate fi utilizat în nici unul din aceste scopuri. 

— Mucegaiurile. Sînt uncle grupe de ciuperci care nu pot fi păs- 
trate în colecţiile de herbar, iar altele foarte greu. Printre acestea din 
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urmă se numără şi mucegaiurile. Este posibil obţinerea unor eșantioane 
pentru herbarul micologic folosind următoarea metodă. Mucegaiurile 
(Mucor sp., Rhyzopus sp., Penicillium sp., Aspergillus sp., ș.a.) se cul- 
tivă în cutii Petri pe un mediu corespunzător. Cînd cultura a atins sta- 
diul de dezvoltare optim, ciuperca se omoară folosind mai adesea, vapori 
de formalină. Cultura împreună cu substratul nutritiv gelozat se deshi- 
dratează. După o ambalare corespunzătoare în celofan şi în plicuri de 
hîrtie, materialul poate fi inserat în herbar. 

— Lăchenii — spre deoscbire de alte grupe taxonomice de plante, 
grație particularităților lor biologice, pot fi recoltaţi în tot timpul anu- 
lui; mai puțin cei tericoli, iarna, cînd sînt acoperiți de zăpadă. Recol- 
tarca se face cu un cuțit prin intermediul căruia lichenii pot fi desprinși 
de substrat împreună cu o porțiune din acesta. Pentru lichenii saxicoli, 
crustoşi și microfolioși se va utiliza dalta și ciocanul, instrumente cu 
care se pot obţine fragmente din stinca pe care se dezvoltă aceştia. Și 
în acest caz, la recoltare şi transport se impune a fi respectate unele 
indicații : 

— fiecare eşantion lichenic se va desprinde cu o porțiune din 
substrat ; ` 

— se va acorda o atenție deosebită marginii talului și fructifica- 
tiilor, care trebuie să însoțească eșantionul, fiind caractere de determi- 
nare ; 

— lichenii gelatinoşi uscați, fiind foarte fragili, se recomandă ca 
înainte de ambalare să fie ușor umectaţi, ceea ce le conferă elasticitatea 
necesară. 

Probele recoltate se ambalează imediat, separat, în pliculeţe nu- 
merotate, confecţionate în prealabil în acest scop. 

Mușchii (Bryophytele) împreună cu lichenii constituie pionierii ve- 
getaţiei. Ca urmare habitatele lor se suprapun în mare parte, iar teh- 
nica de recoltare este în general similară. 

Cormofitele (Pteridophyta, Gymnospermae şi Angiospermae) — prin 
numărul mare de indivizi domină vegetația actuală a globului pămiîn- 
tesc. Marea majoritate sînt aeriene terestre ; puţine populează, azi, me- 
diul primar de existenţă al vegetalelor, apa. 

La recoltarea cormofitelor terestre ne servim de deplantator pentru 
detașarea plantei din substrat împreună cu organele sale suberane (ră- 
dăcini şi tulpini-rizomi, tuberculi, bulbo-tuberculi sau bulbi). Cele 
acvatice'pot fi smulse cu mîna, iar cînd apa este prea adincă se scot 
la suprafaţă prin dragarea fundului apei. . 

Regulile ce se impun a fi respectate sînt următoarele : ı 

— se recoltează numai plante sănătoase, complete, cu toate orga- 
nele vegetative (rădăcină, tulpină, muguri, frunze) şi reprodueătoare 
(strobili, sori, sporangiocarpi, conuri, flori — în funcţie de taxon). Dacă 
pentru determinare sînt necesare și fructele, aceeaşi plantă se va re- 
colta în diferite stadii fenologice (în perioada de înflorire şi după ma-. 
turarea fructelor). Astfel pot fi recoltate numai plantele ierboase cu 
habitus mic. De la plantele ierboase mari se pot îndepărta acele por- 
ţiuni din tulpină care nu prezintă importanţă taxonomică ; 
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— organele tuberizate se vor secţiona reţinîndu-se numai o parte 
din acestea, pentru a putea fi mai uşor presate și uscate; 

— de la plantele lemnoase (arbori, arbuști, subarbuști și liane) de 
vor lua doar acele părţi care sint strict necesare pentru determinarea 
lor (ramuri tinere cu frunze şi muguri, flori, fructe, iar uneori și eşan- 
tioane din cortexul trunchiului) ; 

— recomandabil este a se recolta mai multe exemplare din ace- 
eaşi specie, dar nu se vor lua niciodată toate plantele întilnite, iar în 
cazul celor rare și ocrotite nu se va culege nici una; prezenţa plantei 
va fi notată în carnet și dacă este posibil i se va face o fotografie; 

— plantele nu se vor recolta nici pe timp ploios şi nici pe arșiţă; 
orele 8—10 şi 16—18 sînt cele mai propice ; 

— plantele diurne se vor recolta în timpul zilei, iar cele nocturne 
pe seară, pentru ca florile să fie bine desfăcute. 

De fiecare plantă recoltată se va atașa cite o etichetă care va cu- 
prinde datele mai sus menţionate sau numai o cifră. Pot fi introduse 
imediat în presă sau depozitate și transportate în botaniere sau pungi 
de material plastic. 


Presarea şi uscarea — Plantele recoitate se presează şi se usucă, 
operații care în linii generale sînt similare la toate grupele de plante. 
Pentru unele grupe taxonomice şi ecologice de vegetale se practică 
uncle tehnici speciale. 

Cormofitele terestre, transportate în laborator, vor fi imediat pre- 
sate şi uscate. Unii botanişti recomandă introducerea plantelor în presă 
după o uşoară ofilire, ceea ce ușurează întinderca lor. Oricum această 
operație nu trebuie amînată mai mult de 24 de ore deoarece riscăm 
ca plantele să fie invadate de mucegaiuri, iar florile să-şi schimbe cu- 
loarea. Fiecare plantă, după ce se curăţă bine de pămînt, se aşează pe 
hîrtia de filtru specială sau pe foi de ziar. Frunzele și florile se vor 
întinde foarte bine ; cel puţin una sau două frunze vor fi răsucite cu 
180° pentru ca la determinare să se poată analiza cu ușurință ambele 
feţe foliare. Florile vor fi, de asemenea, cît mai mult posibil desfăcute . 
pentru a facilita analiza detaliată a componentelor sale. Înainte de a fi 
așezate pe coli, organele tuberizate (rădăcini, rizomi, bulbi şi tuberculi) 
vor fi secționate, de regulă, longitudinal, reţinîndu- se numai părțile 
esenţiale ale acestora. Dacă plantele sînt mici, se pot aranja pe acceasi 
coală, două sau mai multe exemplare din acceaşi specie şi cu acelasi ha- 
bitat.. Alături de plantă(e) pe fiecare coală se așează și eticheta pe care 
s-au completat toate datele menţionate. Peste fiecare coală („cămaşă“) 
pe care s-au aranjat plantelc, se pune aşa numitul, „strat tampon“ sau 
„salteluțe“ format din două sau trei coli de sugativă (sau de ziar). Tot 
aşa se procedează pînă la aranjarea tuturor plantelor colectate pe teren. 

Pentru unele flori cu petale suculente se recomandă a se aşeza sub 
și peste acestea un strat subtire de vată hidrofilă care asigură o mai 
rapidă și mai optimă presare a lor. 

Multă atenţie însă! Plantele trebuie aranjate în aşa fel, încît în 
permanenţă pachetul ce se formează să aibe o formă perfect paraleli- 
pipedică (prismă dreptunghiulară). Cînd pachetul are înălțimea de 40(— 
50) cm se introduce între plăcile presei și se strînge eu chingi sau 
arcuri. In lipsa presei se poate utiliza o placă de lemn (35 X 50 cm) 
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care sc așcază peste pachetul de plante, iar peste aceasta, greutatea 
corespunzătoare care să asigure presarea optimă. Plantele vor fi ţinute 
în presă pînă la completa uscare fiindcă altfel se încreţesc (în special 
florile și frunzele). 

În lipsa unci instalaţii spciale (de tipul celor ilustrate în fig. 7) 
plantele se usucă în decurs de mai multe zile ; este însă necesar ca „sal- 
teluțele „tampon“ să fic schimbate în fiecare zi. Putem să ne dăm seama 
dacă plantele sînt complet uscate prin atingere cu mîna; dacă nu 
sint reci Înseamnă că uscarea este perfectă și ele pot fi scoase din 
presă. 

Această metodă clasică de uscare este greoaic, durează mult şi adc- 
sca este imperfectă pentru uncle tipuri morfologice de plante. Pentru 
accelerarea uscării plantelor s-au preconizat: înlocuirea de 2—3 ori 
pe zi a hîrtiei tampon, folosirea presclor cu plasă de sîrmă, intercalarea 
cartoanelor gofrate pentru a se asigura o mei bună acrare, utilizarea 
ficrului de călcat ş.a. Toate aceste recomandări sînt însă deficitare. 

O uscare rapidă şi perfeciă a plantelor, cu conservarea fidelă a ca- 
racterelor morfologice (dimensiune, culoare etc.) se poate realiza în 
termostate speciale (sau instalaţii improvizate) prevăzute cu un sistem 
de încălzire si ventilaţie (fig. 7). Temperatura de 40—50 grade asigură 
o rapidă cvaporare a apei, iar sistemul de ventilaţie permite evacuarea 
vaporilor formați. 
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Fig. 7 — Instalaţii pentru uscarea plantelor din presă. 


Algele macroscopice şi plantele aoai se etalează pe coli albe 
sau foi de celofan, procedînd astfel: într-o tavă metalică cu dimen- 
siuni de circa 50 X 60 cm (fig. 8) umplută cam pe trei sferturi cu 
apă, se pun pe rînd plantele colectate (alge sau cormofite). Cu ajutorul 
unci pensule mici și moi și a unor ace și pense fine se îndepărtează im- 
puritățile şi se răsfiră cît mai mult posibil elementele componcnte ale 
plantei. Pe o bucată dreptunghiulară de geam (20 X 30 cm) umectată 
sc aşează o bucată de hirtie lucioasă sau o foaie de celofan cam de 
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aceeasi dimensiune. Geamul (eventual placa de lemn) împreună cu coala 
de hîrtie se introduc încet sub planta din tavă, după care se scoate 
afară. Pe hiriie rămîne prinsă planta. Dacă etalarea nu este corespun- 
zătoare, prin pipetarea apei şi cu ajutorul aceloraşi instrumente se pot 
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face ultimele retușuri, Coala, de care rămîne prinsă planta, se detașează 
de pe dreptunghiul de sticlă şi se aşează pe un plan înclinat din lemn 
sau sticlă acoperit cu hîrtie sugativă şi o bucată de pînză albă, pentru 
scurgerea şi absorbţia excesului de apă. Operația durează numai cî- 
teva minute (5—10'); timpul nu trebuie prelungit deoarece are loc o 
Geshidratare parţială a plantei şi ca urmare încreţirea acesteia. Coala 
de care rămine prinsă planta se introduce în presă ; dar, spre deosebire 
de plantele aeriene terestre, de astă dată deasupra fiecărei plante se 
așează o bucată de pînză albă apoi „salteluța“ absorbantă, pentru a evita 
zirea plantelor pe hîrtia de filtru. Deci, succesiunea straturilor într-o 
astfel de presă este următoarea : strat tampon (saleluța absorbantă) ; 
coala lucioasă cu planta acvatică ; bucata de pînză albă ; strat tampon- 
absorbant. 

Deoarece plantele aevatice conţin un procent ridicat de apă, hirtia 
de filtru cure formează „salteluţa absorbantă“ ca şi bucata de pînză se 
vor schimba prima dată după circa 30’, a doua oară după 2—3 ore, iar 
în continuare, pînă la completa uscare, după 24 de ore. Pe mășură ce 
plantele se usucă aderă foarte puternic de hirtia lucioasă pe Care au 
fost etalate, așa încît nu mai pot fi desprinse. 

Ciupercile foliicole se presează și se usucă întocmai ca ‘plantele 
superioare, care de fapt reprezintă gazda acestora. 

Ciupercile cărnoase, de regulă, nu se introduc în herbare; ele se 
usucă Și se conservă prin, metode speciale, descrise mai departe și se 
păstrează în colecţii. Totuși se pot obține şi exemplare ce pot fi inter- 
calate în herbare, dar acestea au numai o valoare didactică nu şi şti- 
inţifică, deoarece prin presare o serie de :caractere taxonomice sînt 
profund alterate. Astfel de exemplare se obţin prin secţionarea central- 
longitudinală a carpoforilor cu ajutorul unei lame de ras. Din fiecare ju- 
mătate se face cîte o secţiune longitudinală de circa 2—3 mm grosime, 
care apoi se pot presa. Sectiunile trebuie cuprinse mai înainte de pre- 
sare între două coli de hîrtie poroasă pentru a evita aderarea acestora 
de colile presei. Materialul rămas se curăţă cu ajutorul unei linguriţe, 
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de țesutul stromatic, şi se aranjează în presă. De la alte exemplare 
ale aceleiași specii se vor izola straturile externe ale carpoforului, prin 
îndepărtarea cu multă atenţie a țesutului stromatic şi se vor presa ca 
mai sus (fig. 9). 

Determinarea ciupercilor superioare (Basidiomycetelor) adesea nu 
„poate fi făcută fără analiza detaliată, a sporilor. Întrucît aceştia nu mai 
pot fi obţinuţi de la exemplarele conservate, este necesară colectarea 
lor mai înainte. În acest scop se obţin aşa numitele sporograme. Spo- 
rograma reprezintă figura circular-radiară pe care o formează sporii 
căzuți de pe stratul himenial al carpoforului pe o foaie de hîrtie, de 
celofan sau o bucată de sticlă (fig. 9). 


D 

Fig. 9 — Planşă de herbar cu macromicete (Basidiomicetes): A ese pălăria 
bazidiocarpului presată ; B — secţiune longitudinală prin zona mediană a bazidio- 
carpului ; C — piciorul bazidiocarpului presat; D — pălăria bazidiocarpului ; 


E — sporograma ; 


-O sporogramă se poate obţine astfel : se desprinde piciorul de pă- 
lărie. Pălăria se așează cu himenoforul în jos pe o bucată de hirtie 
(albă sau neagră, în funcţie de culoarea sporilor), de celofan sau de 
sticlă, și totul se acoperă cu un clopot de sticlă pentru a menţine o 
anumită umiditate. În această poziţie se lasă circa 24 ore, timp în care 
sporii se desprind de pe stratul himenial şi se depun pe hirtie (celofan, 
sticlă), rezultind sporograma. Sporii se vor fixa în această poziţie prin 
pulverizarea deasupra lor a unei soluții de colofoniu 1—20%/, în alcool 
950/, sau a unei soluţii formată din colofoniu (o parte) şi terebentină 
(patru părti). 

Sporograma, bine ambalată în pliculeţe, se va lipi pe aceeaşi coală 
de herbar cu ciuperca câreia îi aparține. Imediat, sau mai tirziu se vor 
întocmi şi preparate cu spori, ce vor servi la identificarea taxonului. 

Lichenii crustoși și microfoliari nu necesită a fi presaţi ; cei macro- 
filoşi, fructiculoşi şi gelatinoși ca și muşchii colectaţi pe timp secetos 
vor fi uşor umectați înainte de a fi presati. 

Din cele expuse pînă aici rezultă că presarea şi uscarea plantelor 
reprezintă o etapă deosebit de importantă de care depinde în cea mai 
mare măsură calitatea materialului de herbar. De aceea considerăm 
necesar a menţiona regulile ce se impun a fi respectate pentru o de- 
plină reușită a acestei operaţii ; 

— este necesar ca plantele herborizate să fie presate și uscate în 
cel mai scurt timp posibil ; 

— uscarea să se facă cît mai rapid pentru conservarea fidelă a ca- 
racterelor morfologice ; pentru aceasta colile utilizate în acest scop tre- 
buie să fie bine uscate și schimbate cît mai des. Utilizarea instalațiilor 
speciale sau improvizate facilitează cu mult reuşita uscării ; 

— plantele să nu depășească dimensiunile hîrtiei folosite pentru 
uscare şi presare. Dacă plantele sînt mai mari se pot îndoi sau frag- 
menta (fig. 10) ; 

— toate organele plantelor să fie cît mai bine etalate și răsfirate ; 

— organele tuberizate ale plantelor se secţioneaeză longitudinal ; 

— plantele cu ghimpi și cele suculente sc vor presa separat; ulti- 
mele e bine să fie cufundate în prealabil în alcool 700/0, formol, sau să 
se toarne peste ele apă clocotită în care se țin 10—15'; 

— florilor, organele cele mai importante pentru taxonomie, le vom 
acorda întotdeauna cea mai mare atenţie; după o perfectă etalare se 
va pune un strat de vată hidrofilă atît dedesubt cît şi deasupra acestora 
pentru o deshidratare rapidă și o presare perfectă ; 

— orhideele şi alte plante care se înegresc foarte repede prin pre- 
sare, se recomandă a fi tratate, înainte de introducerea lor în presă. 
cu soluţia lui Heckler formată din : 


— acid salicilic . . . . . . . . . I parte 
— alcool etilic absolut . . . . . . . IO părţi 
— soluţie concentrată de SO» . . . . 20 părţi 


— plantele lipicioase (cleioase) se vor presa separat între coli de 
hirtie cerată ; 
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Fig. 10. Planşe de herbar: A — cu macrofite acvatice: B — cu o cormofită 
ierboasă, terestră. 


— după uscare, frunzele coniferelor cad foarte repede; pentru a 
evita acest impediment ramurile cu frunze se vor cufunda în apă cloco- 
tită pentru 2—3 minute, sau într-o soluție formată din : 


— soluție apoasă, subțire, de cloi de tîmplărie 1000 ml 
— apă distilată . . . . . . . . . . 1000 ml 
— alcool etilic absolut . . . . . . ~ . 1000 ml 


La lariţă (Larix decidua) se depun cu pipeta una, două picături de 
clei de tîmplărie, în mănunchiul de frunze de pe brachiblaste. 

Determinarea. Identificarea taxonilor este o operaţie deosebit de 
importantă, dar dificilă, care solicită din partea celui ce o face multă 
răbdare, pasiune și meticulozitate. O determinare corectă, mnai adesca, 
nu poate fi făcută decît de specialiști ai grupului respectiv. Pentru de- 
ferminarea taxonilor se utilizează: dcterminatoarele pentru grupul 
respectiv, albumele, atlasele şi herbarele. 

În ori care dintre determinatoare sînt incluse cheile dichotomicc, 
diagnozele, desenele și fotografiile habitusului taxonilor sau a unor 
caractere morfologice şi anatomice esenţiale. Comparînd caracterele 
morfoanatomice şi uncori chimice ale plantei cu cele incluse în chei, 
diagnoze, desene şi fotografii se poate ajunge în final la cunoaşterea 
taxonului căreia îi aparţine individul. Pentru a avea convingerea că 
determinarea a fost corectă, se va compara individul vegetal cu cel 
existent la diferite axicate. 


29 


Întrucît prin uscare și presare multe caractere morfoanatomice şi 
chimice se alterează, cel puţin pentru unele grupe de plante, determi- 
narca este bine a se face înaintea acestor etape. Dacă timpul nu ne 
permite este necesar ca în carnetul de teren să fie notate cît mai multe 
date, iar unele planto“sau părţi alc acestora (ex. : flori, fructe, spori ş.a.) 
să fie conservate în lichide adecvate care le asigură o conservare mai 
fidelă şi pot fi mai uşor analizate. 


1.1.4. MONTAREA PLANTELOR PE COLILE DE HERBAR 


După uscare, presare şi determinare, plantele vor fi aranjate 
(montate) pe colile de herbar. Colile de herbar sint cartoane duplex, 
albe cu dimensiuni de 25 X 35 cm sau mai binc de 30 x 42 cm. Plan- 
ele se fixează pe aceste cartoane prin fîşii înguste de hîrtie gumată, de 
circa 2—3 mm lăţime. Lipirea plantelor direct prin suprafaţa lor infe- 
rioară este un procedeu ncștiințific, care scade mult Gin valoarea unui 
herbar. In colțul din dreapta — jos al colii se lasă suficient loc pentru 
iipirea etichetelor pe care se vor nota ; titlul colecției, denumirea ştiin- 
tifică (genul și specia) și populară, localitatea, stațiunea, altitudinea şi 
numele celui care a recoltat și determinat planta (fig. 10b). Eticheta 
are valoare de document reprezentind rezumatul biografic al individului 
vegetal respectiv. l 

Pe hecare carton se va lipi o singură plantă, dacă aceasta este 
mare, sau mai multe, în cazul celor mici, dar care irebuie să aparțină 
uceloiaşi specii sau aceluiaşi taxon infraspecific. Dacă este necesar și 
posibil, se vor lipi pe acceaşi planșă mai mulți indivizi aflați în diže- 
rite faze fenologice. 

Este recomandabil ca uncle flori să fie desmembrate și astfel li- 
pite pe coală. 

Unele plante vor fi însoţite și de pliculeţe cu fructe şi seminte, 
dacă acestea sînt indispensabile la identificarea taxonului. 

Macrofitele acvatice se vor lipi pe planșă împreună cu coala de 
hîrtie sau celofan pe care au fost etalate și de care au rămas prinse 
prin presare şi uscare (fig. 10 A). 

Unele plante inferioare (alge, ciuperci, licheni, mușchi) vor îi am- 
balate în pliculeţe speciale, confecţionate din coli albe de hîrtie, iar 
acestea la rîndul lor vor fi lipite pe coala de herbar. (Modul de con- 
fecţionare şi aranjare a pliculeţelor pe colile de herbar sînt prezentate 
schmatic în fig. 11 și 12). În funcţie de mărimea pliculețelor pe aceeași 
coală pot fi lipite 2, 3 sau chiar 4 pliculeţe, avind însă grijă ca plicurile 
de pe o coală să alterncze cu cele de pe coala anterioară şi următoare. 

După lipirea tuturor plantelor, colile se ordonează şi sc grupează 
în funcţie de scopul urmărit și se inseră în herbar. În herbarele ştiin- 
tifice plantele sînt ordonate după criterii taxonomice pe filumuri, clase, 
ordine, familii, genuri și specii. Spermatofitele sînt clasificate, în' majo- 
ritatea herbarelor de pe glob, după sistemul din ,„,Genera Siphono- 
gamarum'' a lui Dalla Toreși Harmus H. (1900). 


Un herbar de licheni și mușchi poate fi realizat și în alt mod: 
plicurile cu material nu se lipesc pe coli ci sînt aranjate, tot în ordine 
sistematică, în cutii de carton de dimensiuni apropiate cu cele ale pli- 
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Fig. 11 — A confecţionarea plicule- 

elor pentru herbar; B — aranjarea 

pliculețelor cu material biologic presat 
pe colile de herbar. 
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cului. În acest caz eticheta se lipeşte ‘pe plic. Pentru mai multă sigu- 
ranţă eticheta se scrie în dublu exemplar; una se lipește pe plic, iar 
cealaltă se introduce în interiorul acestuia (fig. 13 B). 
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Fig. 13 — A — dulap 

pentru herbar: B — 

cutie pentru colecţiile 
de criptogame. 
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1.1.5. CONSERVAREA HERBARELOR 
t 


Herbarele prezintă din punct de vedere ştiinţific o valoare inesti- 
mabilă. Progresul unor științe biologice ca: taxonomia, fitocenologia, 
morfologia plantelor ș.a. ar fi fost foarte lent în lipsa acestora. De 
aceea, colecţiile de herbar, odată alcătuite, trebuie conservate (întreţi- 
nute) cu multă grijă. 

Colecţiile de plante se păstrează în clădiri sau încăperi speciale nu- 
mite herbare. Herbarele sînt dotate cu dulapuri metalice sau de lemn 
(primele sînt preferate), prevăzute cu rafturi şi uși, care se închid er- 
metic, în care se depozitează plantele. Dimensiunile unui astfel de dulap 
sînt în general următoarele 210 x 75 X 50 cm (fig. 13 A). 

Încăperile nu trebuie să aibe igrasie, să fie ferite de eventuale inun- 
daţii, să posede o bună aeraţie (ventilaţie) și o temperatură cît mai 
constantă (+ 15 — + 18%0). 

Plantele vor fi ferite de praf, umezeală, lumină şi în special de 
dăunătorii animali și vegetali. Protecţia exicatelor este asigurată prin 
măsuri profilactice şi de combatere a dăunătorilor ; 

— nu se introduc niciodată într-o colecţie plante noi înainte de a 
fi dezintectate ; 
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— periodic, plantele din herbare se dezinfectează folosindu-se 
agenţi fizici şi în special chimici. Cele mai uzitate metode sînt cele 
chimice care constau din : 

— stropirea sau cufundarea plantei într-o soluţie de sublimat 
3—50/9, metodă eficace şi cu efect de lungă durată ; 

— desinsecţia cu sultură de carbon. Într-o capsulă, plasată în 
apropierea pachetului de plante, se pune o anumită cantitate de sul- 
fură de carbon. După circa 3 zile, timp în care a avut loc evaporarea 
şi infiltrarea prinire colile de herbar a vaporilor de sulfură de carbon, 
pachetul de plante se poate aranja la locul său în dulap. Gazarea e 
bine să se facă în cutii de metal ermetic închise de tipul celei din 
fig. 14. Mctoda este foarte bună dar periculoasă deoarece sulfura de 


A . a B 
Fig. 14 — Cutie pentru gazarea colilor de herbar: A — aspect general; B — 
în secțiune: a — cutia propriu-zisă; b — capacul; e — ventil de aerisire; 


d — şanţ plin cu apă. 


carbon este nu numai toxică dar și explozivă. Ca urmare fumegarea 
trebuic făcută respectîndu-se normele de protectie ; ` 


— petrolarca este o metodă foarte bună (eficientă și puțin costi- 
sitoare) ce constă în ungerea, fic a plantei în întregime, fie numai a 
marginilor colii de herbar, cu petrol lampant ; 


— analcidarea este cea mai uzitată metodă actuală, eficientă şi de 
lungă durată datorită cristalelor care rămîn pe plante. Pentru aceasta, 
pachetul de plante se aşează în cutii de tablă speciale prevăzute cu 
duze pe unul din pereții laterali, prin care se pompează analcidul ; 


— mucegaiurile pot fi combătute prin ungerea plantelor cu alcool 
800/9 sau 1000/9 ; 


— prăfuirea cu D.T.T. poate suplini cu succes una din metodele mai 
sus amintite ; l 

— mai rar se utilizează combaterea termică, ce constá în ținerea 
plantelor în termostat la 60—70°C, timp de 3—4 ore. 

Pe lîngă colecţiile de plante, herbarele mai adăpostesc şi fişierele și 
cataloagele în care sînt trecute, în ordine taxonomică şi alfabetică colec- 
tiile pe care le posedă și taxonii existenţi în fiecare colecţie. 

Întroţinerea, completarea şi îmbogățirea colecțiilor dintr-un herbar 
sînt asigurate de un colectiv de biologi, tehnicieni și laboranţi speciali- 
zaļi în acest sens. 
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1.2. FEXPONATE MUZEISTICE 


Exponatele de muzeu reprezintă o colecţie de plante conservate cu 
o deosebită valoare în special didactică, dar şi ştiinţifică. Colecţiile de 
acest gen prezintă avantajul de a putea fi analizate permanent cu un 
minimum de efort şi cu maximă eficienţă. . | 

Prepararea exponatelor se poate face prin uscare, injectare sau 
imersionare în lichide conservante. 


1.2.1. PREPARATE ANATOMICE USCATE 


Majoritatea grupelor taxonomice de macrofite pot fi preparate prin 
uscare. Uscarca se poate realiza prin presare, în nisip sau deshidratare 
lentă și liberă la temperatura laboratorului sau în etuva termostat. 


1.2.1.1. Uscarea prin presare 


Preparate anatomice uscate prin presare se obțin în acelaşi mod ca 
ķi plantele ce sînt inserate în herbare. Exemplarele cele mai reușite şi 
mai expresive vor fi montate pe coli de carton gros, între două bucăți 
de sticlă sau incluse în râșini sintetice. Eșantioanele lipite pe cartoane 
se recomandă a fi acoperite cu foi de celofan, asigurîndu-le mai multă 
securitate pe timpul manipulării, fiind totodată ferite de prăfuire. 


1.2.1.2. Deshidratarea liberă 


Unele plante cu un procent ridicat de material uscat pot fi preparate 
prin deshidratare „liberă“ la temperatura laboratorului sau în termostat 
(45—60 C). Așa sînt unele ciuperci  lignicole şi corticole, majoritatea 
lichenilor ca şi unele briofite. Materialele herborizate se așează pe „sal- 
teluţe“ de hîrtie sugativă, într-un loc ferit de praf sau mai bine în ctuva 
termostat. Macromicetele se recomandă a fi expuse la soare sau intro- 
duse în termostat la 34—40*C, suspendate pe plase de sîrmă speciale. 
Uscarea carpoforilor poate fi grăbită printr-o deshidratare parţială a 
acestora în alcool 950%/, iar culoarea poate fi conservată printr-un trata- 
ment chimic preliminar cu o serie de soluții dintre care mai eficace s-a 
dovedit a fi cca a lui Magniţki, cu următoarea compoziţie : 


acid. -bori s e pe geait dei e 10 g 
sulfat de zinc 5% . . . . . . . . 10ml 
formalină 100%% . . . . . . . . . 200ml 
ZANE, n a ena ege e e e e în tie de 290 TE 
apă distilată . . . . . . . . . . . 10ml 


nR 
În acest amestec fixator materialul se ține cîteva ore (2—4 ore, în 
funcţie de mărimea carpoforului), după care se usucă la întuneric şi se 
montează în poziţia dorită sub un clopot de sticlă în atmosferă de CO3. 
În general după cîteva zile ciupercile sînt complet uscate şi pot fi 
montate pe cartoane, în cutii speciale de carton cu geam sau în borcane 
anajtomice (fig. 16). Dimensiunea cutiilor va fi alcasă în funcţie de mări- 
mca exponatului. Borcanele anatomice sînt preferate cutiilor de carton 
deoarece pot fi sterilizate asigurînd o mai bună păstrare a materialului. 
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Aceste exponate sînt mai valoroase decît primele deoarece plantele îşi 
păstrează nealterate nu numai caracterele morfologice ci şi aspectul pe 
care-l au în cadrul habitatului. 


1.2.1.3. Uscarea plantelor în nisip 


Este una din metodele care asigură o conservare aproape perfectă 
a materialului botanic deoarece acesta suferă cele mai mici deformaţii. 
Materiale necesare : nisip, o lădiță din tablă (sau în lipsa acesteia, cutii 
de lemn sau carton), cornete din carton subțire, sîrmă și, bineînţeles 
material biologic corespunzător. 

Nisipul ideal e cel de cuarţ, fiind curat şi foarte fin. În lipsa aces- 
tuia se poate utiliza cu bune rezultate și nisipul de rîu, foarte bine spă- 
lat (într-o găleată cu apă care se schimbă pînă cînd apa rămîne perfect 
limpede) și calcinat (în cutii de tablă sau de alamă). Calcinarea are drept 
scop îndepărtarea tuturor resturilor organice. După fiecare utilizare, 
nisipul fie că e de cuarţ sau de rîu — trebuie spălat şi calcinat. 

În nisip se usucă, de regulă, unele macromicete și florile angiosper- 
melor, procedîndu-se astfel (fig. 15) : pe fundul lădiței de tablă se toarnă 


Fig. 15 — Uscarea plantelor în nisip 


un Strat de nisip cald în grosime de circa 5 cm. Pe suprafata stratului de 
nisip se aranjează materialul biologic astfel : ciupercile încadrate în fa- 
miliile Pezizaceae, Helvelaceae, Clavariaceae şi Lycoperdaceae ca și 
florile Angiospermelor se vor orienta în poziţia lor naturală ; Basidiomy- 
cetele încadrate în familiile Hydnaceae, Boletaceae, Agaricaceae, la care 
carpoforul este format din picior și pălărie, vor fi aranjate în poziţie 
inversă față de cea din natură, adică cu pălăria în jos şi piciorul în sus. 
După acoperirea întregii suprafețe, se toarnă, cu foarte multă atenție, 
nisip încălzit peste material. Nisipul poate fi turnat cu mîna, cu lingura 
sau mai bine cu ajutorul unui cornet din carton care lasă să curgă prin 
vîrful său un jet subțire de nisip. În primul rînd se va umple cu nisip 
cupa ascofructului sau cupa florii gamopetale, dacă vom usca astfel de 
materiale, și apoi se vor completa şi golurile. Se va continua turnarea 
nisipului pînă cînd stratul de nisip depăşeşte cu 2—3 cm partea’ superi- 
oară a materialului. , 

În special pentru flori, recomandate sînt cornetele de carton. La 
umplcrea cornetului cu nisip se vor respecta aceleaşi reguli. O atenție 
majoră trebuie să acordăm  petalelor și sepalelor, care sub greutatea 
nisipului se pot îndoi sau îşi pot schimba poziţia normală. Florilor li 
se poate asigura o mai mare rezistență introducînd în pedunculul lor o 
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sîrmuliță oţeloasă, care va facilita și montarea lor ulterioară în poziția 
dorită. 


Lădiţa sau  cornetele se introduc în termostat la temperatura de 
35—40"C sau se aşează pe calorifer sau lîngă o sursă de căldură pentru 
a accelera uscarea. Uscarea are loc în decurs de mai multe zile, în funcţie 
de grosimea și consistenţa materialului. Cînd uscarea materialului este 
perfectă se scoate cu maximă atenţie nisipul, niciodată prin râsturnare, 
Jeoarece riscăm să deteriorăm materialul, ci cu o linguriţă. În cazul cor- 
netelor se poate perfora cartonul la mai multe nivele şi prin orificiile 
făcute nisipul se scurge încet. \ 

Pe plantele uscate, de regulă rămîne prins mult nisip care va fi 
îndepărtat cu ajutorul unei pensule. 

Preparatele uscate se montează în borcane anatomice, sau cutii de 
carton cu geam : cele mai consistente, cum sînt spre exemplu ciupercile, 
se pot monta pe postamente de lemn a căror dimensiune va fi aleasă în 
funcţie de mărimea exponatului. Ciupercilor li se poate mări rezistența 
prin lăcuire, dar prin aceasta se alterează întrucîtva unele caractere mor- 
fologice (culoarea, luciul ș.a.). 

Eşantioanele astfel preparate și montate se expun în vitrinele mu- 
zcale sau în dulapuri, ferindu-le de umezeală, iar pe cele viu colorate, 
de lumină, care, în scurt timp, le decolorează. Din timp în timp și aceste 
preparate trebuie desinfectate utilizînd una din metodele prezentate în 
cadrul herbarelor. l 


1.2.2. PREPARATE ANATOMICE INJECTATE 


Prin injectare se prepară în special macromicetele cu carpofori 
cărnoși. Carpoforii recoltați se curăță și se pun la uscat pe site sau hîr- 
tie de filtru, într-un loc cald şi întunecos. După circa 48 de ore se in- 
jectează abundent piciorul şi pălăria cu o soluţie siropoasă de silicat de 
sodiu sau silicat de potasiu. Cu aceeași soluție se unge cu o pensulă 
întreaga suprafață a carpoforului, o atenţie deosebită acordîndu-se stra- 
tului himenial. Ciupercile sînt apoi uscate în decurs de mai multe zile 
în termostat la temperatura de 35—40°C. Cristalele de silicat de sodiu 
ce se formează pe carpofor vor fi îndepărtate prin ştergerea acestora 
cu o cîrpă moale înmuiată în ulei. Montarea se poate face pe posta- 
mente în cutii cu geam sau borcane anatomice. Lăcuirea dă un aspect 
mai frumos exponatelor. i 


1.2.3. PREPARATE ANATOMICE GONSERVATE ÎN LICHIDE 


Rezultate mult mai bune se obțih prin conservarea materialelor pe 
cale umedă, urmînd metodologia indicată mai jos. Este o metodă cvasiuni- 
versală, practicabilă la majoritatea grupelor taxonomice de plante. 

Pentru realizarea unui astfel de exponat sînt necesare următoarele 
materiale : borcane anatomice de diferite dimensiuni, plăci dreptun- 
ghiulare de sticlă, soluții conservante adecvate,. lut sau parafină, aţă, 
ace şi etichete. 

Ordinea operaţiilor ce se efectuează în vederea întocmirii unui pre- 
parat anatomic în lichide conservante sînt următoarele : colectarea mate- 
rialului, curățirea (spălarea în apă), fixarea culorii, spălarea în apă, 
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ordonarea pieselor biologice în borcane sau fixarea acestora pe păci de 
sticlă, imersionarea în lichidul conservant, acoperirea şi etichetarea 
borcanului. În cele ce urmează vom face o succintă prezentare a tuturor 
etapelor implicate de tehnica de lucru. 

Materialele botanice (plante întregi sau părţi ale acestora), imediat 
după colectare, se vor spăla foarte bine mai întîi în apă curentă și 
apoi în apă distilată pînă la îndepărtarea tuturor impurităților. Pentru 
conservarea culorii, materialele biologice sînt cufundate într-o soluţie 
apoasă de 5% sulfat de cupru, în care se lasă timp de 10—48 ore în 
funcție de dimensiunea şi consistenţa acestora. 

Acidul acetic (10—150/ọ pentru ciuperci și 1—50% pentru flori) ca 
și amestecurile de mai jos (a—d) pot fi utilizate pentru conservarea 
culorii plantelor. 

a) formol 3% ........ 100 cm', sulfat de crupru-soluţie apoasă 
saturată 10 cm3, b) acetat de cupru 40/..... 1 parte, formol 400/⁄ 1 
parte, apă distilată 3 părți; c) laatolenol 5 g, acetat de crupru 0,2 g, 
apă distilată 95 cm3, d) acid acetic 150%; sulfat de magneziu 10%, for- 
mol 20%/, glicerină în apă distilată 20/0. 

După o nouă spălare în apă curentă și distilată, timp Ge citeva ore, 
pentru eliminarea substanţelor fixatoare din țesuturile vegetale, mate- 
rialele botanice se aranjează în borcane anatomice. , 

Ciupercile, precum şi unele plante superioare sau organe vegetale 
cu ţesuturi mecanice și lemnoase bine dezvoltate, pot fi montate în 
poziție verticală, pe rondele de lemn. Piesele astfel montate sc vor in- 
troduce în borcane. Diametrul rondelelor trebuie să coincidă cu cel al 
borcanului în care vor fi introduse; dacă sînt mai mici riscăm să se 
ridice (să plutească) în momentul turnării lichidului conservant. 

` Plantele şi organele noi se vor fixa prin legare cu aţă pe bucăţi 
dreptunghiulare de geam (fig. 16). 


` 


Fig. 16 — Preparat anatomic în lichid conservant. 


„Alte materiale biologice, cum sînt spre exemplu rădăcinile și tul- 
pinile tuberizate, unele fructe ş.a. pot fi aranjate în borcane fără a 
mai fi montate pe postamente sau sticlă. 
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Borcanele în care au fost introduse eşantioanele biologice se umplu 
apoi cu una din următoarele soluții fixatoare : 

— Formol 40/, (formalină) — soluţie ce se prepară prin amestecarea 
unei părţi de formol 400%/, cu 10 părți apă distilată. Este cel mai utilizat 
conservant fiind puţin costisitor și ușor de procurat. Recomandat în 
special pentru conservarea pieselor anatomice de colecţie şi mai puțin a 
materialelor ce urmează a fi secționate deoarece este toxic și pentru om. 
În cazul în care materialul a fost totuşi conservat în formol, înainte de 
prelucrare (secționare) se va spăla în apă curentă timp de 30—60' pen- 
tru îndepărtarea oricărei urme de formol. Este preferat alcoolului în 
cazul în care dorim să conservăm culoarea verde a frunzelor sau pig- 
mentaţia vie a fructelor, semințelor sau a ciupercilor cu pălărie ; pen- 
tru aceasta este necesar ca la fiecare 100 ml de formol 40% să se adauge 
o linguriţă de carbonat de sodiu sau sulfat de cupru. Formolul cre pro- 
prietatea de a întări organele moi şi de aceea el este indicat a fi folosit 
numai pentru acestea. 

— Alcoolul etilic 70—800/, este un excelent conservant în carc 
matorialul poate fi păstrat la infinit. Foarte recomandat pentru orga- 
nele moi cărora le conferă o anumită rigiditate, dar este contraindicat 
pentru organele tari şi friabile ca și pentru cele verzi, deoarece alcoolul] 
dizolvă clorofila. Alcoolul se va schimba de cîteva ori, deoarece pe 
măsură ce. organele vegetative se deshidratează el se diluează. 

— Lichidul glicerinat — se prepară prin amestecarea în proporţii 
egale a substanţelor : alcool ctilic 930% --- 1/3, gleerină pură 1/3, apă dis- 
tilată 1/3. 

A fost preconizat şi recomandat de Baranov pentru organele 
zari, rigide şi friabile, deoarece glicerina ce intră în compoziția ameste- 
cului are proprietatea de a înmuia țesuturile tari conferindu-le 9 oare- 
care elasticitate. 

În afara. acestor trei soluţii mai pot fi utilizate, în special pentru 
păstrarea pieselor anatomice, următoarele amestecuri consetvante : 


Ainsworth — cu următoarea compoziţie : 


formol 4004 . . . . o. i. i. i e 25 ml 
alcool 95—960% . . . . . . . . . 150ml 
apă distilată . . . ... . . . . . . 1000 ml 
Hessler — foarte indicat pentru conservarea fructelor și a altor 
organe colorate. Compoziţie : 
— clorură de zinc . . . . . . . . . 50g 
— formol 40% . . . . . o. o. . . . 25 ml 
— glicerină . . , . . . . e. . na Ag 
— apă distilată . . . . ... . . . . 1000 ml 


Se prepară prin dizolvarea clorurei de zinc în apă încălzită după 
care se adaugă celelalte componente. 


Drummond-Goncalves — soluţie conservantă recomandată îndeosebi 
»entru fructele cărnoase : 
acid sulfuros 5—604 . . . . , . . . 15 ml 
apă distilată . . . . . . . . . . . 1000 ml 
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Keef — amestec complex care realizează nu numai conservarea 
materialului ci şi fixarea culorii acestuia. Compoziţie : 
alcool 96% . . . .: . 70 ml 
formaldehidă 400/, . 5 ml 
glicerină : 2,5 ml 
acid acetic glacial 2,5 ml 
azotat de uraniu . . 15g 
clorură de cupru . . 10 g 


Hemaff-Grec — Plantele se imersionează în 


soluţia A. (fixatoare) 


unde se ţin circa 3—4 zile, după care se transferă în soluţia B, care se 
înlocuieşte pînă cînd dispare culoarea verde-albăstruie. 


A. glicerină 100 ml 
acid lactic . 50 ml 
fenol „ 50ml 
acetat de cupru pă 20 ml 
clorură cuprică . . . -. . 20g 
Apă distilată d la . . 1000 ml 

B. glicerină A , 50ml 
acid lactic 25 ml 
formaldehidă . ; . 25ml 
apă distilată pînă la . . 1000 ml 

Solutie alcool acetică — formată din : 
alcool 700/0% . 18 părți 
formol 400/9 . 2 părți 
acid acetic glacial . 1 parte 


Pentru păstrarea macromicetelor colorate, rezultate bune dau și 


următoarele amestecuri : 


a) acetat de mercur 10 g 
acid acetic glacial ; 5ml 
apă distilată. . . 1000 ml 

b) alcool 90%/ s 123 ml 
acetat de plumb crist . lg 


apă distilątă.. 


100 ml 


Indiferent de conservantul utilizat, pentru mai multă siguranță, bor- 
canele cu material se parafinează pe margine, evitîndu-se în acest fel 


evaporarea fixatorului. În locul parafinei se poate folosi un lut obți- 
nut din : p 
— gutapercă . : : 200 g 
— ceară de albine . 50 g 
— răşină de brad . 50 g 
Cele trei substanţe se topesc la un loc (într-un vas de porțelan) la 


flacără mică, amestecîndu-le continuu ca să nu se lipească. După omo- 
genizare se lasă să se răcească și se poate utiliza. Borcanele astfel pre- 
gătite se etichetează şi se aranjează în dulapuri cu rafturi dedicate colec- 
țiilor de materiale botanice. 
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2. MEDII DE MONTARE A PREPARATELOR MICROSCOPICE 


Secţiunile colorate, pentru a putea fi analizate la microscop şi păs- 
trate în colecția de preparate trebuie montate într-un mediu conservant. 
În prealabil însă secţiunile vor fi triate, reținîndu-se numai cele mai 
reușite, corespunzătoare scopului pentru care au fost executate. 

Substanţa în care se face montarea secţiunilor pe lamă nu poate 
fi înjtîimplătoare ; ea trebuie să fie adecvată colorantului utilizat şi să 
reziste timpului. Oricare dintre substanţele utilizate trebuie să îndepli- 
nească o serie de condiţii, dintre care esențiale sînt: să nu decoloreze 
preparațtul, să nu modifice aspectul morfo-anatomic al acestuia, să 
posede un indice cît mai mic de volatilitate pentru a conserva un timp 
cît mai îndelungat preparatele. 

1. Glicerina-apoasă sc foloseşte pentru montarea rapidă a secțiuni- 
lor direct din apă. Se prepară una din proporţiile următoare : 

glicerină pură . . . . . . „3 părți (două sau chiar o parte) 

apă distilată . . . . . . . I parte 

În lipsa glicerinei Site se poate recurge şi la cea tehnică, dar 
aceasta din urmă,fiind gălbuie, prezintă dezavantajul de a nu fi tot att 
de transparentă. 


În momentul montării preparatelor se pune pe o lamă o picătură sau 
două din acest amestec în care se depun secțiunile (scurse în prealabil 
pe hiîrtia de filtru), peste care se aplică apoi lemela cu multă atenţie 
pentru a se evita formarea bulelor de aer. Cantitatea de lichid depusă 
pe lamă trebuic să fie suficientă pentru a cuprinde întreaga suprafaţă 
a lamelei, dar să nu fie nici prea mare deoarece depăşeşte marginile 
lamelei şi în acest caz preparatul nu are suficientă stabilijtate, se mur- 
dăreşte repede și nici nu poate fi lutat. Se întîmplâ adesea ca să rămînă 
spaţii sub lamelă fără glicerină ; umplem acest gol punînd, cu ajutorul 
unci pipate, pe marginea lamelei atîta amestec glicerinat pînă cînd golul 
dispare. În cazul în care cantitatea de lichid depusă a fost prea mare, 
“excesul poate fi absorbit de pe marginile lamelei cu ajutorul hiîrtici de 
filtru. 

Astfel monțate, preparatele pot fi păstrate în colecţie luni de zile 
sau chiar ani. După un timp însă (variabil în funcţie de concentraţia în 
glicerină a amestecului utilizat) apa se evaporă; ca tare sub  lamelă 
apar bule de aer şi astfel prepartul se deteriorează. Acestor preparate li 
se poate asigura o durabilitate mai mare prin lutare (v. pag. 35). 
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2. Glicerină iodată este un lichid de montare a preparatelor preco- 
nizat de Locquin (1952) și recomandat de Smith (1963); se prepară prin 
saturarea unei cantități de glicerină pură cu iodură de potasiu și iodură 
de mercur. Cele două ioduri se dizolvă alternativ, cîte puțin, pînă cînd 
ambele substanţe nu se mai dizolvă. Lichidul astfel obținut ere un indice 
de refracție foarte înalt fapt ce-l face să fie foarte indicat pentru mon- 
tarea directă a materialelor micologice, dar prezintă inconvenientul de a 
induce uneori contractarea materialului. ; 

3. Siropul de levuloză constituie un mediu bun pentru montarea 
provizorie a materialelor. Fiind mai transparent decît glicerina de multe 
ori este preferat acesteia. Se prepară prin dizolvarea a 30 g de levuloză 
în 20 ml apă distilată, în timp de 24 ore, la temperatura de 37°C. 

4. Siropul lui Apathy prezintă aceleași calităţi ca și precedentul și 
se obţine prin amestecare în proporţii egale a substanţelor : gumă ara- 
bică, zaharoză şi apă distilată, iar ca antiseptic se adaugă amestecului 
cîteva cristale de timol. 

5. Lactofenolul Amann este un reactiv micologic prin excelenţă, dar 
el poate fi utilizat cu rezultate foarte bune şi pentru montarea altor 
preparate deoarece nu provoacă deformarea ţesuturilor și pot fi păstrate 
timp îndelungat mai ales în cazul în care au fost lutate. Pentru prepa- 
rare foarte indicată este următoarea rețetă : 

acid fenic cristalizat (chimic pur). . 10 g (20 g) 


acid lactic. . . . e . . . . 10 e (16 m) 
glicerină pură . . . . . . . . 20 g (31 ml) 
apă distilată . . . . . + 10 g (20 ml) 


(Sc recomandă ca substanţele să fie cîntărite și nu măsurate volumetric). 

Se dizolvă acidul fenic în apă distilată la cald şi apoi se adaugă aci- 
dul lactic şi glicerina. Amestecul proaspăt preparat este incolor. Se păs- 
trează în sticle brune la întuneric deoarece în prezenţa luminii se bruni- 
fică şi-şi reduce astfel transparența, dar poate fi în continuare utilizat. 
Pentru obţinerea unui lichid incolor se utilizează acidul fenic ce se pre- 
zintă sub formă de cristale incolore sau foarte slab colorate în roz. Con- 
trar, se obține un lichid brun. Pentru montârea preparatelor se proce- 
dează ca și în cazul montării în glicerină apoasă, respectindu- se întoc- 
mai aceleași indicaţii. În plus secţiunile introduse in picătura de lacto- 
fenol se încălzesc înainte de aplicarea lamelei pentru ca țesuturile să 
devină turgescente. Foarte bun pentru montarea materialelor uscate ; 
prezintă şi avantajul de a fi miscibil cu majoritatea coloranților. 

6. Lactofenolul Lepik este o variantă a ladtofenolului lui Amann 
preconizat de Lepik, în care apa este înlocuită cu alcool 960%/ şi a cărui 


reţetă completă de preparare este următoarea : 


acid fenic cristalizat (chimic pur). . . . .10g 
acid lactic pur . . . . . . . o. e e aţa 10g 
glicerină pură . se ap e me oa e ca dn ca dlO 
alcol etilic 960% . . : . . . . . . . .20g 


Se amestecă alcoolul cu glicerina şi acidul lactic și apoi se adaugă 
acidul fenic. Dizolvarea este grăbită prin agitare. Se conservă în sticle 
brune la întuneric. 
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7.  Cloral lactofenolul Amann, soluţie preconizată și recomandată 
de Langelon ce constituie o variantă a lactofenolului Amann; are un 
indice de refracție mai mare (1,49) şi provoacă adesea deformări ale 
celulelor și ţesuturilor. 


Compoziţie : 
hidrat cloral (cristalizat) 2 părți 
acid fenic (cristalizat) . . . . . . . 1 parte 
acid lactic, (pur) 1 parte 


(părţile se referă la greutate și nu la volun 

Pentru clarificarea mai bună a preparatelor se indică adăugarea de 
salicilat de sodiu, făcînd astfel posibilă observarea celor mai fine detalii 
structurale. În acest caz rețeta de preparare este următoarea: 


hidrat cloral (cristalizat) . . . . . . . 4 părti 
acid fenic (cristalizat) . . . . . . . . 4 părți 
acid lactic (pur) . . . . . . . . . . 2 părți 
salicilat de sodiu . . . . . . . . . 1 parte 


(de asemenea, substanţele se cîntăresc şi nu se măsoară volumctric) 
Preparare : se dizolvă acidul fenic în acid lactic la cald și apoi se 
adaugă celelalte substanţe. 


8. Cloralhidrat — soluţie utilizată îndeosebi pentru montarea pre- 
paratelor micologice, avînd următoarea compoziţie : 
cloralhidrat (cristalizat) . . . . . . . -40g 
gumă arabică (cristalizată) . . . . . . .10g 
sirop de glucoză . pe Dai N ’' 5g 
acid acetic glacial 5g 


glicerină pură . . gad M ia a ar a A OAD 

Preparare : mai întîi se dizolvă guma arabică în 20 ml apă disti- 
lată (fără a sc agita) ; se lasă în repaos 24 de ore, după care se filtrează 
prin vată de sticlă de două ori. Se prepară apoi siropul de glucoză astfel ; 
se ia o anumită cantitate de glucoză pură (praf) şi se dizolvă în apă 
călduţă, după care se fierbe în baia mariană pînă cînd lichidul devine 
siropos. După prepararea acestor substanțe se pun într-un balon toate 
substanțele indicate în rețetă și se fierb în baia mariană 15—20 minute, 
pînă cînd se formează un lichid omogen, după care se transferă într-un 
borcan brun, cu dop rodat, unde se lusă în repaos două zile pentru 
decantarea impurităților. După acest repaos Lichidul limpede de deasupra 
se transferă din nou în alt vas și este bun pentru a fi întrebuintat. 


Lutarea ; 

Toąte substanțele de montare a preparatelor microscopice menţio- 
nate pînă aici nu au proprietatea de a se întări şi după un timp, par- 
tial se evaporă. Acest impediment poate fi evitat prin lutarea prepa- 
ratelor microscopice. 
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Lutarea se poate realiza cu ajutorul mai multor substanțe dintre 
care menţionăm : 

Lutul de parafină este cel mai adesea utilizat; este un amestec de 
lanolină şi colofoniu în proporțiile indicate mai jos : 

lanolină anhidră (sau ceară de albine). . . . . . 2 părți (200/0) 

colofoniu (saciz) . . . . . . . . o. e a . 8 părți (800/9y 

Se prepară astfel : 


Lanolina (sau ceara de albine) se încălzeşte uşor (la foc mic), 
într-o capsulă de porțelan pînă la topirea completă. În acest moment 
se adaugă treptat (puţin cîte putin) colofoniul sub formă de pulbere ; cu 
o baghetă de sticlă cele două substanţe se amestecă continuu pentru a 
grăbi dizolvarea colofoniului și omogenizarea mixturii. 

Amestecul obţinut se toarnă în cutii Petri, cutii de vată sau cris- 
talizoarc, unde se lasă să se răcească într-un loc ferit de praf. 

Lutarea se face cu ajutorul unei tije metalice terminată cu o parte 
mai lăţită și prevăzută cu un mîner izolátor (fig. 17 A). 

Tija încălzită bine (la flacăra unui bec bunzen, a unei lămpi de 
spirt sau altă sursă de căldură) se aplică pe lut, pe care-l topește și 
reține o parte din acesta. Lutul de pe tijă este rapid întins pe marginea 
lamelci. Operația se repetă pînă cînd întregul perimetru lamelar este 
complet şi uniform lutat. Înainte de aplicarea lutului trebuie să avem 
grijă ca lama şi marginea lamelei să fie perfeat uscate fiindcă altfel 
lutul nu aderă la ele (fig. 17 B). 


Fig. 17 — A — Tijă 

: pentru lutarca prepara- 
A telor microscopice ; B— 
i etanşeizarca prepara- 
telor microscopice prin 
lutare : a — lama ; b— 
material biologic ; c — 


ad bc f „lamelă: d — lut; f — 
| | | | | mediu de montare. 
B 


Lutarea asigură o durabilitate mai mare preparatelor deoarece 
împiedică evaporarea lichidului de sub lamelă și fixează lamela evi- 
tindu-se astfel strivirea secţiunilor prin deplasarea inevitabilă a lamelei 
în timpul mînuirii preparatelor. 

Lutul de parafină poate fi înlocuit cu soluţia de lipit cauciucul care 
dă rezultate tot atît de bune. În plus prezintă avantajul că această solu- 
ție uscată poate fi uşor îndepărtată. Soluţia lichidă se întinde uniform 
pe marginea lamelei după care se lasă să se usuce. 

Lacul pentru unghii, cimentul Thorner (Zut sau Glyceel) sînt ade- 
sea utilizate în acest scop. 
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9. Glicerina gelatinată este foarte mult utilizată în laboratoarele 
botanice deoarece este uşor de preparat, dă rezultate foarte bune şi în 
plus, faţă de substanţele anterioare, asigură .o stabilitate mult mai mare 
preparatelor, ne mai fiind necesară lutarea lor. Reţeta cea mai cunos- 
cută de preparare este cea indicată de Kaiser, adică : 


gelatină . . A -© o. Tg (1 parte) 
glicerină (pură) pa, 50 ml (7 părţi) 
apă "distilată . . „ae . 42 ml (6 părţi) 
acid fenic (cristalizat) i A a EE 


Preparare : peste cele 7 g de gelatină (în prealabil tăiată mărunt sau 
pisată) se toarnă cei 42 ml apă distilată; se lasă cca. 2 ore pentru 
înmuierea gelutinei, după care se adaugă glicerina şi acidul fenic, 
amestecul încălzindu-se în baia mariană pînă se obţine un lichid siro- 
pos, omogen. Se filtrează prin vată de sticlă şi se toarnă într-un borcan 
de sticlă cu dop rodat și gît larg, unde se lasă 24 de ore pentru solida- 
ficare, după care poate fi utilizat. Amestecul astfel preparat trebuie să 
fie perfect transparent şi incolor. 

Pentru montarea preparatelor în glicerină-gelatinată se procedează 
in felul următor : se detaşează din glicerina-gelatinată, cu ajutorul unui 
ac spatulat, o cantitate de cca. 2—3 mm? (cantitate variabilă în func- 
tie de dimensiunile obiectului ce urmează a fi montat şi cele ale lame- 
lei) şi se așează pe lamelă. Lamela se încălzeşte treptat la flacăra unei 
lămpi de spirt (evitindu-se fieberea amestecului și deci formarea bule- 
lor de aer) pînă cînd amestecul se topeşte complet. Pe lamă se așează 
sețiunile, iar lamela se rotește rapid cu 180° și se depune peste mate- 
rial. Preparatele sînt folosibile. după 10—12 ore timp în care are loc 
solidificarea completă a amestecului. Acest procedeu prezintă impedi- 
mentul că este greu de apreciat (mai ales de către începători) momen- 
tul cînd trebuie oprită încălzirea lamelei şi din această cauză se întîm- 
plă ca amestecul să fiarbă și ca atare nu mai poate fi utilizat, iar ope- 
rația trebuie luată de la capăt. Pentru a se evita acest neajuns se reco- 
mandă ca amestecul să fie topit în baia, mariană înainte de utilizare; 
cu ajutorul unei baghete de sticlă sau a unei pipete (instilator) se ia 
cantitatea necesară din amestecul popit și se depune peste materialul 
de pe lamă, după care sc așcază lamela. Procediînd astfel avem garanția 
unor preparate reuşite. Scecţiunile (sau alte materiale) se pot monta 
direct din apă după o scurgere prealabilă pe hîrtia de filtru, sau după 
deshidratarea cu glicerină, lucru ce se realizează prin trecerea lor prin 
5 vase cu amestec de glicerină și apă în următoarele proporții: 1/3; 
1/2 ; 1/1; 2/1 şi 1 (glicerină pură). 

Prezintă avantajul de a suporta orice coloraţie, iar preparatele ast“ 
fel montate pot fi păstrate în colecţie ani de-a rîndul. 

10. Lichidul Karo «este recomandat de Johansen pentru montarea 
secțiunilor, înlocuind cu succes glicerina-gelatinată. Este un amestec 
format din părți egale de dextroză, dextrină și maltoză, în care mate- 
rialul poate fi montat direct din apă sau alcool diluat. Prezintă avan- 
tajul că zaharurile din amestec nu cristalizează prin uscare. 
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11. Balsamul de Canada este o răşină naturală cu cca mai largă 
utilizare pentru întocmirea preparatelor microscopice durabile. Mate- 
rialele. ce urmează a fi montate în balsam trebuic deshidratate lucru 
ce se realizează prin trecerea lor succesivă prin seria de alcooli (150/0, 
300/9, 550%, 75%/0, 85%, 950/9 şi 1000/), în fiecare concentraţie ţinîndu-se 
15—30 minute. Alcoolul absolut se schimbă de 3 ori pentru a avea 
garanţia unei perfecte deshidratări (pentru prepararea seriei de alcooli 
de o anumită concentraţie se va apela la tabelele lui Gay-Lussac în 
care sînt indicate cantitățile necesare de alcool şi apă ce urmează a fi 
amestecate pentru a se obţine un alcool de o anumită diluţie). Intrucir 
balsamul nu este miscibil cu alcoolul, în continuare, sc va proceda la 
înlocuirea acestuia din ţesuturi cu unul din solvenţii organici — xilen sau 
toluen. Pentru aceasta secţiunile sînt trecute succesiv prin mai multe 
vase cu amestec de xilen şi alcool în următoarele proporţii: 1/2; 1/1; 
2/1; 1, 1, 1, (xilenul pur se schimbă de 3 ori). 

Secţiunile astfel tratate se întind pe lame, peste care se depun cu 
ajutorul unei baghete de sticlă 1—2 picături de balsam şi se acoperă 
cu lamela. Preparatele se lasă 6—7 zile Ja temperatura camerei pentru 
uscare, după care pot fi analizate. , 

Pentru calitățile sale balsamul de Canada rămîne cea mai indicată 
substanţă pentru montarea preparatelor a căror durabilitate este inde- 
finită. 

12. Euparal. Balsamul de Canada este azi tot mai adesea înlocuit 
cu o răşină artificială cunoscută sub numele de Fuparal. Euparalul fiind 
miscibil cu alcoolul, secţiunile după deshidratare (urmînd acelaş proce- 
deu), se montează imediat în eurapal ne mai fiind necesară înlocuirea 
alcoolului cu xilenul sau toluenul. Are aceleaşi particularităţi şi dă 
aceleași bune rezultate ca şi balsamul. 

13. Styrezul — face parte tot din categoria răşinilor naturale ; se 
dizolvă în xilen sau benzen dar cel mai bine în terebentină. Este ușor 
de manipulat și dă rezultate foarte bune, datorită indicelui său ridicat 
de refracție şi a calităţii de a se întări şi de a nu îmbătriîni (îndeosebi 
la montarea dialtomeelor). În acelaș scop mai pot fi utilizate hiraxul, 
piperincolofonium, monobromonaftalena, raglărul, clorura de zinc arse- 
nicoasă ş.a. 

Odată montate preparatele microscopice trebuie etichetate. Eti- 
cheta se lipește pe partea superidară, la unul din capetele lamei. Pe 
etichată se notează conţinutul preparatului și data efectuării lui. 

Păstrarea preparatelor se poate face în tăviţe, mape speciale din 
carton sau cutii de colecţii, pe fiecare din acestea notindu-se conţinu- 
tul lor. 

Astfel conservate şi păstrate preparatele au o durabilitate indcfi- 
nită. mai ales dacă ele sînt mînuite și examinate cu atenţie. 

După o perioadă preparatele se mai pot murdări sau prăfui ; se pot 
recondiţiona prin stergerea lamelei cu o cîrpă moale, curată şi uscată 
sau înmuiată în alcool, xilol sau acetonă, operaţie ce sc cere a se face 
cu multă atenţie pentru a nu deteriora preparatele. 
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3. TEHNICA ÎNTOCMIRII PREPARATELOR MICROSCOPICE 
BOTANICE 


Studiul morfo-anatomic al unor grupe de plante inferioare ca şi 
cel cito-histologic al organelor vegetative și reproducătoare ale cormo- 
fitelor nu poate fi conceput fără obţinerea unor preparate microscopice. 

Un material biologic transparent, montat între lamă si  lamelă 
într-un mediu adecvat, cu indice de refracție apropiat cu eel al sticlei, 
constituie un preparat microscopic. i 

Pentru realizarca unui preparat microscopic — fie efemer (de 
moment), fie durabil (fix) sînt necesare o gamă largă de materiale, 
ustensile şi aparate. 

Materiale : lame, lamele, medii de includere, piese biologice, seria 
de alcool, mixturile de alcool-xilen, coloranți, fixatori, javel, soc, para- 
fină, albumină glicerinată, mordant, glicerină, vată, hîrtie de filtru. 

Ustensile : Pensă, bisturiu, brici, microtom de mînă sau mecanic, 
lamă de ras, plątină şofantă, lampă de spirt, tăvițe de porțelan, vase de 
sticlă diferite (vase Laveran, cutii Petri, cutii de vată, cristalizoare, fiole, 
cilndri gradaţi, capsule, pahare, cilindri Borell), baie de colorat lame, 
foarfeci diferite (fig. 18). ; 

Aparate : Etuvă-termostatată, microscop ș.a. 

Desigur că nu de fiecare dată sînt necesare toate materialele, usten- 
silele și aparatele menţionate ; uncori, dacă dispunem de lame, lamele, 
un mediu de montare miscibil cu apa și un material biologic adecvat, 
putem întocmi o serie de preparate semipermanente sau chiar  fixo. 
Necesitatea unora sau altora depiide de tehnica utilizată. caractero.e 
materialului botanic, precum şi de scopul urmărit. Rezultă, așadar. că 
există o gamă largă de metode prin care pot fi obţinute preparate 
microscopice. Deşi există o oarecare similitudine, o prezentare în ansam- 
blu a variatelor metode este nu numai dificilă din punct de vedere teo- 
retic ci şi ineficientă din punct de vedere practic. A 

Pornind de la ideea că activitatea practică constituie o sursă ine- 
puizabilă de cunoştinţe vom încerca, în cele ce urmează, să prezen- 
tăm tehnica concretă de lucru pentru întocmirea unor variate tipuri 
de preparate microscopice botanice, fără a exagera în teoretizarea pro- 
ceselor biochimice și biofizice ce însoțesc tratamentele succesive impuse 
de metodă. 
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Fig. 18 — Ustensile de laborator: a — 
ac spatulat; b — lopăţică; c — ac 


` simplu: d — foarfece; e — bisturiu; 
| , f — pense ; g — brici. 
c 


3.1. OBŢINEREA UNOR PREPARATE DE TALOFITE 


În această mare unitate taxonomică a regnului vegetal — Thallo- 
phyta — sînt încadrate toate plantele inferioare, începînd cu flagelatele 
şi terminînd cu briofitele (mușchii). Grup extrem de heterogen, care 
cuprinde circa 15 filumuri de plante, ficcare cu particularitățile sale 
distinctive. În cadrul plantelor inferioare pot fi evidențiate cu claritate 
unele trepte de organizare și de evoluție ale regnului vegctal pe baza 
cărora au fost elaborate o serie de ipoteze filogenetice şi s-au întocmit 
arbori genealogici. Existența celorlalte vieţuitoare, inclusiv a omului 
este strîns legată de unele specii de talofite. Prin urmare, cunoaşterea 
aprofundată a talofitelor are o importanță excepţională atît din punct 
de vedere teoretic cît și practic. 

Pentru realizarea acestui deziderat sînt necesare cercetări complexe 
de ecofiziologie, biologie, citochimie, morfo-anatomie, ș.a Indiferent de 
aspectul abordat, analiza microscopică este indispensabilă. În acest scop 
se pot întocmi două tipuri de preparate: preparate „de moment“ și 
preparate durabile. Preparatele fixe sînt de preferat deoarece pot fi 
păstrate în colecție și pot fi analizate oricînd. 

Pentru obținerea unor preparate de talofite sint metode generale 
și metode speciale. Fără a contesta importanța metodelor generale, con- 
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siderăm că cele speciale sînt mai utile practicii, fapt pentru care aces- 
tea vor fi descrise în cele ce urmează, pentru fiecare grupă taxonomică 
de plante inferioare. 

Întrucît metoda includerii în parafină este prezentată într-un capi- 
tol aparte, la fiecare unitate axonomică, va fi descrisă numai tehnica 
utilizată pentru obţinerea preparatelor totale. 


3.1.1. PREPARATE DE ALGE ALBASTRE-VERZI (CYANOBACTERII) 


Algele albastre-verzi sînt procariote, prezente în special în biotopii 
acvatici (planctonice, bentonice, perifitonice)), dar şi pe soluri umede, 
cortextul copacilor, ziduri și ghivecele florilor din sere. Cele mai comune 
specii pot fi recoltate folosind una din metodele descrise anterior (v. pag. 14). 

Prelucrarea  Cianobacteriilor, în vederea obținerii unor preparate 
microscopice este diferită în funcţie de structura pe care intenționăm să 
o evidenţicm și tipul de preparat (de moment sau permanent, total sau 
secționat). | 

Preparate totale (semi) permanente pot fi astfel realizate : 

— Fizarea : în formalină 3—50/, sau în Bouin, timp de 5—6 ore. 

-— Spălarea : mai întîi, de cîteva ori în alcool de 900%/, apoi în apă. 

___— Colorarea : cu albastru de toluidină (soluţie apoasă 10/), albastru 
de metilen (soluție apoasă de 10/, la care se adaugă 10 g de alaun de K), 
albastru de crezil (soluție apoasă 0,10%/0), roşu neutru (soluție apoasă 
0,10/0). hematoxilină ferică (soluţie apoasă 0,50%/0), roşu de ruteniu (solu- 
ție apoasă 0,1)%/, eritrosina (soluție apoasă 10%9), violet de gentiana 
(soluţie apoasă sau alcoolică 10/0). În cazul utilizării hematoxilinei mate- 
rialul înainte de colorare trebuie mordansat în alaun de ficr, soluție 
apoasă 1—20/g. j 

___ Timpul de colorare diferă de la colorant la colorant. De regulă în 
circa 10“ se realizează o coloraţie optimă; excepţie fac hematoxilina 
ferică în care materialul trebuie ţinut 2—3 ore și picroindigoucarminul 
care realizează o bună coloraţie numai după cîteva zile. 

Spălarea; de mai multe ori în apă distilată (uncori băile de apă 
alternînd cu cele de alcool). l 


Montarea ; Celulele sau filamentele algale se izolează (sau mai. bine 
zis se concentrează) prin centrifugare. După îndepărtarea supernatantu- 
lui (apei), cu pipeta (în cazul formelor unicelulare şi coloniale) sau cu 
pensa (în cazul formelor pluricelulare-filamentoase) se depun pe lamă 
cîteva celule algale sau cîteva filamente. Prin intermediul unor ace sim- 
ple sau spatulate se izolează cît mai bine celulele sau filamentele. Peste 
material se depun 1—2 picături de glicerină-apoasă sau gelatină-gliceri- 
nată topită. Preparatelor montate în glicerină apoasă li se poate mări 
durabilitatea prin lutare (v. pag. 35), 


Preparatele fixe, montate în balsam de Canada, se pot realiza după 
trecerea materialului colorat şi spălat prin seria de alcool (pentru deshi- 
dratare) şi seria mixturilor de alcool-xilen. 

Întrucît celulele cianoficeelor posedă o coloraţie naturală datorită 
pigmenţilor clorofilieni (clorofila a, b} şi ficobilinici (ficocianina, fico- 
critrina) pe care-i conţin, unele taluri pot fi montate în glicerină sau 
gelatină fără a mai fi colorate artificial. 
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3.1.2. PREPARATE DE DIATOMEAE (BACILLARIOPHYCEAE) 


Diatomeele sînt alge unicelulare şi coloniale caracterizate de un 
perete puternic mincralizat (încrustat cu SiO») format din două valve sait 
teci (hipoteca şi epiteca) de regulă frumos ornamentate. Cromatotorii 
clorofilieni (clorofila a și c) sînt mascaţi de pigmenți  carotenoizi 
(beta-carotenul) şi xantofiliem (futoxantina, diadinoxantina, diatomoxan- 
tina). Substanţa de rezervă caracteristică este crisolaminarina. 


Cuprinde numeroase specii  bentonice, planctonice şi perifitonice, 
prezente în toate bazinele acvatice (pîrîuri, rîuri, tacuri, bălți, în mări 
și oceane) din care pot fi recoltate cu fileul, prin răzuirea perifitonului 
sau stoarcerea macrofitelor acvatice. 


Concentrarea materialului se realizează prin filtrare și centrifugare. 


Pentru diatomee se pot întocmi două tipuri de preparate ; totale și 
preparate de perete celular. 


Pentru analiza morfo-anatomică a celulei, materialul se montează pe 
lamă în glicerină sau gelatină-glicerinată în starea în care a fost recoltat. 
În asifel de preparate pot fi observate toate elementele structurale; 
citoplasma, nucleul,  cromaloforii, picăturile de olei și într-o oarecare 
măsură și caracterele peretelui. 


Întrucît peretele celular include o serie de caractere de primă impor- 
tanţă în identificarea taxonilor este necesar a se alcătui și astfel de pre- 
parate. La alcătuirea unui preparat cu pereţi celulari de diatomee se 


are în vedere îndepărtarea protoplastului care maschează detaliile struc- 
turale (ornamentaţiile) ale tecilor. 


Practic un astfel de preparat poate fi astfel realizat : 

— Materialul recoltat se centrifughează ;  supernatantul se decan- 
tează, iar din sediment se absoarbe cu pipeta o parte din material. Pe 
fiecare Jamelă se pun 1—2 picături, care se întind pe întreaga suprafaţă 
a acesteia. După evaporarea apei, lamelele cu material se așează pe plă- 
cuţe de mică, care la rîndul lor se ordoncază pe o sită de azbest (sau 
placă metalică). Pe o plită încinsă sau la flacăra unui bec bunzen se ard 
circa 4—-6 (12) ore pînă întreg materialul organic este distrus, răminîni 
numai tecile silicoasc ale celulelor de diatomee. Montarea se face în 
styras sau balsam de Canada. Pe lamă se pun 1—2 picături de balsam, 
iar peste materialul de pe lamelă 1—9 picături de xilen, care vor îndc- 
părta aerul și vor facilita penetraţia balsamului printre tecile silicoasu. 
Rapid lamela (cu materialul în jos) se aplică peste balsamul de pe lamă. 
Preparatele sînt imediat examinate la microscop, triate, reţinîndu-se cele 
corespunzătoare, care vor fi puse la uscat în ctuvă termostat. 


3.1.3. PREPARATE DE ALGE VERZI (CHLOROPHYTA) 


Chlorophyta — reprezintă unul din filumurile centrale ale subreg- 
nului Thallophyta, un mare şi important nod filogenetic în care își au 


originca numeroase grupe de talofite şi după mulţi autori şi cormofitele 
inferioare. 

Algelc verzi sînt de o extremă heterogcnitate ; poate singurul carac- 
ter comun mai important, care a permis taxonomilor să le grupeze în- 
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tr-un filum, este culoarea verde a cromatoforilor : pigmenţii clorofilieni 
dominanți. maschează pe cei carotenoizi și xantofilieni. Diferenţele exis- 
tente între organele şi celulele sexuate separă filumul Chlorophyta /de 
filumul Charophyta. 

` Talul-algelor verzi se caracterizează printr-o extremă diversitate 
morfologică şi anatomică. Analiza detaliată a aspectelor morfo-anatomice 
~i ecofiziologice poate conduce la desprinderea unor concluzii ce intere- 
sează în egală măsură citologia şi filogenia plantelor. 

„Din multitudinea aspectelor ce pot fi evidențiate în preparatele 
microscopice sugerăm citeva care ni se par esenţiale: 

— trepte de organizare morfo-anatomică a talului ; 

— diversitatea formei şi structurii cromatoforilor ; 

— organe și celule sexuate; procesul de conjugare ş.a. 

În linii generale, tehnica de întocmire a preparatelor microscopice 
este similară cu accâa de la Cianoficee. Apar unele diferenţe cerute de 
particularitățile materialului algal, asupra cărora ne vom reţine în cel“ 
ce urmează. 

Recoltarea — algelor verzi din apă, de pe sol, stinci sau cortexul 
arborilor se poate face prin metodele indicate anterior (v. pag. 11). 
Pentru unele cercetări citofiziologice se poate apela la „materialul din 
culturi pure, sterile, existente în laboratoare specializate. 

Algele unicelulare şi coloniale, ca şi unele forme filamentoase pot 
fi concentrate prin centrifugarea probei recoltate. ı 

Uncle cloroficec pot fi imediat montate în glicerină sau gelatină 
glicerinată, fără nici un tratament preliminar (nefixat şi necolorat). Pen - 
tru evidenţierea unor componente celulare este necesar a se urma o teh- 
nică adecvată, care include fixarea şi colorarea diferențiată a mate- 
rialului. 

Fixarea — sc face în funcţie de scopul urmărit. Pentru preparatele 
totale se va urmări o conservare fidelă nu numai a structurii celulei 
algale ci şi a culorii cromatoforilor ; aceste rezultate sînt asigurate de 
lactofenolul-cupric a cărei compoziţie este următoarea : 


— fenol. . . . . . . . . . . . «20 gg 
— acid lactic. . . . . . . <... .20 g 
— glicerină. . . . . . cc. . . . . 40 g 
— clorură de cupru. . . . . . . „ . 02g 
— acctat de cupru. . . . . . . . . 02g 
— apă distilată . . . . . . . . . .20 ml 


Algele la care se urmărește evidenţierea unor detalii structurale vor 
fi fixate în amestecul cromo-acetic, format din : 


— acid cromic . . . . o. cc. . . . Ig 
-- acid acetic glacial . . . . . . . . Iml 
— apă distilată . . . . . . . +. 100 ml 


Colorarea. Materialul coste ţinut în fixator circa 12 ore (peste 
noapte), după care spălat abundent în apă și colorat cu hematoxilină 
ferică (pentru nuclei), roşu de Congo, verde lumină sau clorură de zinc 
iodată (pentru peretele celular), safranină sau verde de metil (pentru 
citoplasmă şi cromatofori). 
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Rezultate foarte bune, pentru evidenţierea materialului genetic, îl 
dă metoda rapidă de colorare cu fuxină bazică şi carmin acetic (v. pag. 
144, 146) (fixare în Carnoy 2—24 ore; hidrolizâ în HCl în 12—16' în 
termostat la 60°C ; colorare în fuxină bazică și supracolorare cu carmin 
acetic). 

Montarea. Se poate realiza în glicerină, gelatină-glicerinată și în 
balsam de Canada, după o prealabilă desmdrațtare. 

Obs. Dacă formele unicelulare, coloniale şi pluricelulare filamen- 
toase pot fi prelucrate şi analizate în totalitate, formele" pluricelulare, 
lamelare trebuie secționate (cu briciul de mînă sau la microtomul meca- 
nic). Secțiunile realizate cu briciul de mînă vor fi prelucrate prin tehnicte 
indicată anterior, iar cele realizate la microtomul mecanic urmînd teh- 
nica includerii în parafină. Și în acest caz fixatorii și coloranţii adecvaţi 
fiind cei menţionaţi. 

Lucrînd cu diverse specii de alge verzi aparţinind la tipuri diferite, 
colecţiile de preparate pot ilustra diversitatea morfo-anatomică a talu- 
lui, cromatoforilor, caracterele complementului cromozomial. 

Conjugarea — reprezintă un tip particular de fecundaţie întîlnit la 
reprezentanţii ordinului Conjugales (Spirogyra, Zygnema, Mougeotia, 
Closterium ş.a.) Un material adecvat pentru ilustrarea acestui proces îl 
constituie talurile  filamentoase de Spirogyra aflate în plin proces de 
conjugare. Sc fac preparate „in toto“ (totale) — cu sau fără fixare și 


colorare, montate în glicerină sau, după o prealabilă deshidratare, în 
balsam de Canada. 


3.1.4. PREPARATE DE ALGE BRUNE (FIL. PHAEOPHYTA) ŞI ROŞII 
(FIL. RHODOPHYTA) 


Algele brune şi roșii sînt în exclusivitate acvatice (bentonice) pre- 
zente în special pe platforma litorală a mărilor și oceanelor. Talul lor 
este în general pluricelular-filamentos, lamelar sau masiv-tridimensional, 
diferențiat în rizoid, cauloid și filoid. Acestei diferențieri morfologice 
îi corespunde şi o complexitate anatomică, în structura  talului masiv 
își fac apariţia plectenchimurile și pseudoparenchimurile (false ţesuturi). 
Dacă la acestea mai adăugăm creșterea exclusiv apicală a talului, prin 
difcrenţiecrea unci celule inițiale, rezultă că algele brune şi roşii au 
atins un grad superior de organizare și evoluţie comparativ cu algele 
verzi. Culoarea lor brună şi respectiv roșie este determinată de prezența 
unor pigmenţi suplimentari (fucoxantina pentru Phaephyta, ficoeritrina 
şi ficocianina pentru Rhodophyta) care maschează pigmenții clorofilieni 
asimilatori. La algele brune şi roșii interesează în egală măsură morfo- 
anatomia talului, structura celulelor și a organelor reproducătoare, fazele 
fenologice esenţiale din cadrul ciclului vital ș.a. 


Recoltarea algelor brune şi roşii se face prin cufundări și prin dra- 
garea platformei litorale. Uneori numeroase specii pot fi colectate de pe 
plajă, aduse de valuri, care au determinat desprinderea lor de pe stîn- 
cile litorale în perioadele cînd marea a fost mai agitată. 

În funcţie de gradul de organizare al talului şi de scopul urmărit se 
pot întocmi două tipuri de preparate : „in toto“ și ca secțiuni. 
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Fragmentele din talurile filamentoase pot fi montate fără a fi nece- 
sară secționarea. Tot astfel se poate proceda şi cu organele  sexuate 
(oogoanc şi anteridii) de la speciile cu tal filamentos. 

Fizarea. Înainte de montare se recomandă ca materialul să fie însă 
fixat în amestecul cromo-acetic sau formol 100% în apă de mare, timp 
de circa 10—12 ore. 

Colorarea. După o spălare într-o serie gradată de apă de mare şi 
apă distilată, iar în final de cîteva ori numai în apă distilată, se face 
dubla colorare a materialului cu hematoxilină-ferică şi orange G sau cu 
brun Bismarck (soluţie alcoolică 1%/, — în alcool 70%/9) şi verde de metil. 

Montarea. După o prealabilă deshidratare materialul se montează în 
balsam de Canada. Pentru evidenţierea structurii talului în diferitele 
sale regiuni şi a organelor reproducătoare (oogoane şi anteridii) de la 
algele brune evoluate sînt necesare secțiuni executate cu mîna sau 
la microtom. Secţiunile realizate cu mîna vor fi prelucrate după teh- 
nica descrisă mai sus. 

Pentru realizarea unor secţiuni la microtomul mecanic este necesari 
includerea materialului în parafină. Tehnica de lucru este în general 
similară cu aceea descrisă la pag. 162 cu unele adaptări și anume : 

Fizarea se va rcaliza fic in formol iuli în apă de mare, fie într-un 
amestec format din : 


— apă de mare (filtrată) . . . . . . 100ml 
— acid cromic . . . . . . . . . 1g 
— acid acetic glacial . . . . . . . 1 ml 
— saponină ! (se ei în momentul utilizării 

fixatorului) . . . i e E -. 


Timp de fixare: 4—24 ore în funcție: de particularităţile morfo- 
anatomice ale materialului. 

Deshidratarea se face nu în seria obișnuită de alcool ci într-o serie 
succesivă formată dintr-un amestec de apă de mare filtrată, apă distilată 
Și alcool etilic absolut, în una din următoarele proporţii: 90/5/5; 
80/10/10; 65 „20/15 ; 50/30/20; 35/35/30; 20/40/40. În continuare mate- 
rialul este imersionat în alcool butilic terțiar 500/, iar de aici mai de- 
parte în parafină. 

Deparafinarea secţiunilor se face în alcool etilic 709/9. 

Colorarea se realizează imediat, fără hidratare, prin imersionarea 
lamelor cu secțiuni într-o soluţie alcoolică 1%/,„, de Bismarck, în decurs 
de 10—15' (20°). Excesul de colorant din secţiuni este îndepărtat prin 
cîteva spălări rapide ale lamelor în alcool 500/, după care sint din nou 
colorate cu verde de metil timp de 5—10. Dacă materialul este supra- 
colonat este necesară o diferenţiere, operație ce se realizează cu amestec 
format din eugenol, alcool etilic absolut si xilen 2/1/1. Diferenţierea este 
oprită prin spălarea repetată a lamelor în xilen, după care se face mon- 
tarea în balsam de Canada. 


3.1.5. PREPARATE DE CIUPERCI (FIL. FUNGI=MYCOPHYTA) 


Ciupercile reprezintă cea mai mare unitate taxonomică de plante 
inferioare, fiind descrise pînă în prezent peste 200.000 de specii. Ca 
saprofite sau parazite pe plante și animale sînt prezente pretu- 
tindeni, în toate mediile de viaţă. ' 
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Aparatul vegetativ al ciupercilor se caracterizează printr-o largă 
diversitate morfologică ; cl poate fi un gimnoplast, un plasmodiu, un 
dermatoplast sau un miceliu. Miceliul constituie de fapt aparatul vege 
taiv caracteristic majorității grupelor  taxonomice ale filumului fungi. 

Ciupercile se caracterizează și printr-o mare diversitate a formelor 
de înmulţire vegetativă, asexuată și sexuată. Se individualizează de ase- 
menea de celelalte filumuri ale regnului vegetal şi prin varietatea tipu- 
rilor de spori generaţi, procese sexuate şi cicluri de viață particulare. 
Aşadar, cercetarea aprofundată a ciupercilor interesează în egală măsura 
taxonomia-filogenetică, morfologia plantelor şi ecologia, cît şi practica 
ştiut fiind că unele ciuperci, prin parazitismul lor, pricinuiesc mari pa- 
gube cconomiei, iar altele, datorită principiilor activi pe carc-i produc 
sau substanțelor nutritive pe care le conţin, sînt utile omului. 

Cercetarea morfo-anatomică sau biochimică atît a ciupercilor infe- 
rioare cît şi a celor mai evoluate, nu poate fi realizată fără întocmirea 
unor preparate microscopice. În acest scop au fost descrise numeroase 
tehnici în funcţie de caracterele  morfo-anatomice şi ccofiziologice ale 
taxonului ce urmează a fi prelucrat. O prezentare chiar generală a meto- 
dologiei utilizate în microscopia micologică ar necesita foarte mult spa- 
tiu. Ca urmare, în cele ce urmează, ne vom limita în a prezenta tehnica 
de lucru pentru realizarea unor preparate microscopice de mucegaiuri 
saprofite şi ciuperci foliicole. 


3.1.5.1. Preparate de mucegaiuri (Mucor, Rhyzopus, 
Aspergillus, Penicillium) 


Materialul necesar se obţine prin cultivarea acestor taxoni pe medii 
naturale sau sintetice, sterile, în laborator (ex. Sabourand, Czapek, car- 
tof, dextroză, agar ș.a.). 

În faza fenologică corespunzătoare (ex. în momentul  sporulări!; 
miceliul se recoltează. Se trece de cîteva ori prin alcool 700/, pentru în- 
depărtarea apei, a bulelor de aer și parţială a sporilor care împiedică 
analiza miceliului dacă sînt prea abundenţi. Pe lamă, în 1—2 picături 
de alcool, se depun cîteva hife miceliene, care prin intermediul 
a două ace spatulate se răsfiră cît mai bine. Înainte de evaporarea totală 
a alcoolului se depun peste material 1—2 picături de lactofenol Amann 
şi se aplică lamela. Lactofenolul realizează concomitent fixarea, clarifi- 
carea şi conservarea materialului și chiar colorarea, dacă în lactofenol 
se dizolvă un colorant adecvat (ex. bleu-coton). 

Lutarea, ce se impune pentru a cvita evaporarea lactofenolului, se 
poate face cu glicerol. 

Un procedeu mai eficient. constă în plasarea unei lamele sterile pe 
suprafaţa mediului de cultură gelozat, în imediata apropiere a unei co- 
lonii cu creştere activă. Miceliul prin creştere se va extinde şi pe supra- 
fața lamelei. La momentul oportun lamela se ridică de pe suprafața 
mediului şi după o prealabilă examinare la microscop se montează pe 
lamă în lactofenol sau în bleu-coton în lactofenol. 


3.1.5.2. Preparate de ciuperci foliicole 


Miceliile ciupercilor endoparazite inter- şi intracelulare pot fi puse 
în evidenţă prin secţionarea și colorarea țesuturilor plantei gazdă cu 
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coonanţi specifici. Secţiunile se pot executa cu mîna liberă, la microto- 
mul mecanic, după includerea materialului în parafină, sau la criotom, 
urmînd tehnicile caracteristice histologiei vegetale (v. pag. 156—171). 

Secţiunile „de mînă“ şi cele realizate la criotom sînt preferate îna- 
intea celor incluzionate în parafină deoarece conservă mai bine carac- 
terele morfo-anatomice ale ciupercii. 

Materialul biologic poate fi proaspăt sau conservat (fixat în unul 
de fixatorii micologici : Buller, Garnoy, Fleming, acidul osmic 
(v. pag. 108—135). | 

Coloranții utilizați în cito-histologia vegetală sînt întrebuințati şi 
pentru colrarea secțiunilor cu material micologic. Dintre  coloranțţii 
specifici-micologici menționăm : bleu Coton în factofenol, în ,acid lactic 
sau în acid acetic, albastru de tripan în lactofenol, fuxiná acidă, picro- 
nigrozină în lactofenol (coloranți în special citoplasmatici), verde de 
metil în glicerină-gelatinată, verde de Janus (coloranţi citoplasmatici, 
mitocondriali şi ai membranelor `celulare). Giemsa, carminul acetic şi 
fuxina bazică (coloranţi nucleari). 

Secţiunile colorate pot fi montate în unul din următoarele medii: 
lactofenolul Amann, cloral-lactofenolul, acid lactic, glicerină pură, 
ulei de parafină ș.a. Preparatele montate în oricare din aceste lichide 
vor fi lutate. Montarea se poate realiza, de asemenea, în gumă arabică 
sau în balsam de Canada. 

Preparate micologice cu secţiuni prin carpoforii Acsomycetelor şi 
Basidiomycetelor se obţin urmînd, în linii generale, tehnica descrisă 
pentru ciupercile foliicole. 


4. MICROSCOPIE ȘI MICROFOTOGRAFIE 


O conditie esenţială pentru obţinerea unor microfotografii de bună 
calitate este aceea de a cunoaşte cît mai amănunțit aparatura folosită 
în acest scop; modul de alegere a opticii unui microscop, astfel încît 
acesta să dca un randament cît mai mare. i 

Considerăm că este necesar ca înainte de toate să se facă o pre- 
zentare a microscopului optic (fotonic) de laborator. 


4.1. DESCRIEREA MICROSCOPULUI 


Microscopul optic sau fotonic, este un aparat optic care permite 
mărirea organismelor microscopice, a structurilor vegetale şi animale, 
datorită unei combinaţii de lentile, cu ajutorul cărora se obţine o ima- 
gine mult mărită, virtuală și răsturnată. 

Microscopul optic este alcătuit din două părţi componente : partea 
mecanică şi partea optică (Fig. 19). 


Fig. 19 — Părţile componente ale mi- 
croscopului optic (fotonic): 1 — pla- 
tină ; 2 — cavaleri ; 3 — tubul micros- 
copului ; 4 — ocular; 5 — revolver; 
6 — obiective; 7 — viza microme- 
trică : 8 — lampa pentru iluminare ; 
9 — viza condensatorului ; 10 — con- 
densatorul ; 11 — diafragma iris. 


Partea mecanică. 


Este formată din stativul microscopului (piciorul microscopului), 
care are forma unei potcoave ; din partea centrală a acesteia se ridică 
un stativ metalic pe care sînt fixate, platina (măsuţa port-obiect) şi 
tubul microscopic (tubul port-ocular). 
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Stativul metalic sau mînerul microscopului are rolul în susţinerea 
ubului microscopic care poate [i vertical sau curbat, în funcţie de tipul 
microscopului şi poate fi orientat în unele cazuri înainte sau înapoi în 
*uncţie de cerinţele observării. 

Platina (măsuţa port-obiect) — (Fig. 20 a, b, c, d) poate fi rotundă 
sau pătrată, prevăzută în partea centrală cu o deschidere circulară sau 


Fog. 20 — Tipuri de 
»latine microscopice * 
= — platină sferică uni- 
versală ; b — platină cu 
verner gradat: ¢ — 
piatină combinată cu 
ărucior; d — platină 
fixă cu cavaleri. 


alungită prin care pătrund razele de lumină reflectate de oglinda mi- 
croscopului și trimise prin condensor la obiect. 

La microscoapele cu platină pătrată sau dreptunghiulară, în spatele 
deschiderii şi pe una din laturile măsuţei (platinei) se află cîte o bară 
metalică gradată în centimetri, cea din spatele deschiderii fiind lungă 
aproape cît latura respectivă a platinei, iar cea laterală mai scurtă. 

În lungul lor se mișcă cîte un vernier împărțit în 10 diviziuni, egale 
cu 9 diviziuni de pe barele de metal. Cu ajutorul vernierelor și al gra- 
dațiilor de pe barele metalice se poate stabili poziția sectorului ales din 
preparatul microscopic. În fața barei mctalice mai mari se află două 
lame metalice flexibile între care se fixează lama port-obiect şi care 
se deplasează spre dreapta și stînga cu ajutorul a două butoane. 

Prin mişcarea lamei cu preparatul este posibilă examinarea acestuia 
pe o suprafață cit mai mare, precum și efectuarea unor măsurători mi- 
croscopice. 

La tipurile de microscoape mai vechi, ca de exemplu la cele cu 
platină rotundă, deplasarea lamei port-obiect pe platină se face cu aju- 
torul unui dispozitiv numit „cărucior“. 

Acesta este alcătuit dintr-o bară orizontală şi două bare laterale 
intre care se fixează lama port-obiect (preparatul microscopic), iar miş- 
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carea lamei pe platină se face de asemenea cu ajutorul a două şuruburi 
laterale. 

La microscoapele cu platină rotundă, în locul căruciorului, fixarea 
lamei port-obiect (a preparatului microscopic) pe platină se face cu 
ajutorul a două lame mctalice flexibile numite cleme („cavaleri“ sau 
„valeţi““). 

Măsuţa microscopului se poate mişca în faţă sau lateral în raport 
de clariatea sectiunii, folosindu-se de cadrul mobil care se manevrează 
cu ajutorul celor două şuruburi, aşezate de o parte şi de alta a mă- 
suței. 

Tubul microscopului (tubul port-ocular) — reprezintă o parte im- 
portantă a microscopului care are rolul de a susține partea optică pro- 
priu-zisă, adică ocularul (ocularele) şi obiectivele care sînt înşurubate 
într-un dispozitiv numit revolver. (Fig. 21 c), care prin rotire poate 


Fig. 21 — Tuburi microscopice înclinate 
ş. revolver. a — monocularş b — bino- 
cular; e — revolver cu patru obiective. 


c 

aduce în axul microscopului obiectivul dorit. Tubul este cilindric şi se 
poate deplasa pe verticală cu ajutorul unci cremaliere (şină dințată) 
ceca ce permite fixarea imaginci în focar. Deplasarea tubului micro- 
scopului pe cremalieră sc face cu ajutorul vizei macrometrice, iar pu- 
nerca la punct a imaginii se realizează folosind viza înicrometrică. 

Aceste două vize pot fi situate fie lateral, de o parte și de alta a 
tubului microscopic, fie de o parte și de alta a stativului, la baza 
acestuia. 

Tuburile microscopului pot fi: drepte monoculare, înclinate mono- 
culare şi tuburi binoculare drepte sau înclinate (Fig. 21 a, b). 
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În cazul microscoapelor binoculare, distanţa dintre cele două tu- 
buri port-ocular poate fi reglată în funcţie de distanța inter-pupilară a 
observatorului. În plus. unul din cele două tuburi are un dispozitiv de 
punere la punct folosit în cazul cînd între cei doi ochi ai observatorului 
există o diferență dioptrică. 


Partea optică 


Partea optică a microscopului este formată din : 1. Sistemul de ilu- 
minare și 2. Sistemul optic propriu-zis. 


Sistemul de iluminare 


Intensitatea şi calitatea luminii are un rol important în stabilirea 
puterii de rezolvare a unui microscop. Acestea sînt controlate şi re- 
glate de sistemul de iluminare format din : sursa de lumină, oglindă, 
condensator și diafragma iris. 

Sursa de lumină — poate fi naturală (solar) sau artificială (un bec 
cu incandescenţă). Cea mai avantajoasă iluminare a preparatului pentru 
studiul microscopic şi pentru microfotografiere este iluminarea artifi- 
cială-clectrică. Nu se recomandă de loc iluminarea naturală, întrucît ca 
esie variabilă ca intensitate. în funcţie de anotimp, oră şi starea cerului. 
Drept sursă de iluminare se alege o lampă fixă care dă o lumină albă 
si uniformă. 

Iluminarea ideală este dată de o lampă cu filament punctiform, ali- 
mentată la joasă tensiune (6 v, 5 v). Montată într-un tub metalic, aco- 
periţ la capăt cu un geam mat şi cu o diafragmă de tip iris, care ne 
permite să îngustăm sau să mărim diametrul cîmpului întunecat și lămpi- 
de 15 W, de voltaj scăzut cu transformator în trepte, folosite pentru 
analizele în cîmp închis, deschis și contrast, cu toate scările de mă- 
rime pentru microfotografiere și proiecție (Fig. 22 a, b, c, d). 


Fig. 22 — Tipuri de lămpi de mi- 


croscopat : a — lampă cu 25 w cu 
cimp dschis; b — lampă cu 15 w 
cu transformator în trepte cu cîmp 


deschis şi constant; c, d — lămpi 
reglabile cu diafragmă. 


Microscoapele cele mai moderne, prezintă un sistem de iluminare, 
situat în talpa microscopului care dă o lumină constantă ce este pro- 
iectată direct în condensator. 

Oglinda (plan-concavă) este fixată sub condensatori (la unele mi- 
croscoape înglobată în talpă) şi are rolul de a capta razele luminoase, 
cmise de izvorul luminos, şi de a le proiecta sub forma unui con lu- 
minos pe lentilele condensatorului. 

Fața plană a oglinzii se foloseşte cînd izvorul luminos este suficient 
de puternic şi îndepărtat, iar cea concâvă numai în situaţia în care lu- 
mina este slabă şi apropiată. 

Condensatorul — se află situat sub platina microscopului și poate 
fi apropiat sau îndepărtat de acesta prin intermediul unui șurub. 

El reprezintă un sistem optic format din 2—3 lentile convergente 
care au rolul de a concentra asupra obiectivului razele de lumină re- 
flectate de oglindă. De condensator este fixată diajfragma-iris. De ase- 
menea, la condensator între oglindă şi lentile, este anexată o piesă 
metalică rotundă pe care se pune un disc de sticlă, alb-lăptoasă sau 
albastră — numită filtru, necesar pentru anumite examene. 

În mod obişnuit se folosesc următoarele tipuri de filtre : mate (alb- 
lăptoase), care dau o lumină difuză şi colorate. 

Filtrul albastru este folosit împreună cu surse de imina artificială, 
observînd o parte din razele roşii. 

La microfotografiere se folosesc filtre speciale; ele se aleg ţinîn- 
du-se seama de colorația preparatului, de intensitatea luminii şi de spe- 
cificul emulsiei fotografice. 

Folosirea condensatorului depinde direat de calitățile obiectivului. 
Condensatoarele au o apertură redusă. În cazul obiectivelor slabe, con- 
densoarele se diafragmează. 

La un obiectiv cu apertură mare, trebuie să se folosească de ase- 
menea un condensor cu apertură mare. 

Dintre condensoarele cele mai folosite cităm : (Fig. 23 a, b, c, d, e, 
f, g, b). 

Condensoarele Abbe cu douŭ lentile — cu apertura de 1,20. Aceste 
condesoare nu sînt convenabile în cazul folosirii obiectivelor puternice 
cu imersie și nu dau rezultate la încercări pretențioase care au putere 
de rezoluţie mare. 

La lucrările curente pot fi folosite cu bune rezultate următoarele 
condensoare : 

— Condensoarele Abbe cu trei lentile. Au apertura 1,3. Acestea 
sînt cele mai bunc, aberaţia de sfericitate fiind în parte corectă. 

— Condensoarele aplanatice Zeiss, care produc o imagine corectă 
a sursei luminoase şi dau rezultate satisfăcătoare în lumină monocro- 
matică verde. 

— Condensoare acromatice — sînt corectate pentru toate aberatiile. 
Condensorul este compus din garnituri de 5—6—7 lentile; el dă rezul- 
tate excelente în lucrări fine și în microfotografie. Avind o bună corec- 
ție este permisă folosirea lui cu deschiderea completă. Cu ajutorul 
acestui tip de condensor se utilizează complet puterea de rezoluţie a 
celor mai bune obiective. 
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Fig. 23 — Tipuri de 
condensatoare: a — 
condensator de tip Abbe 
(aparatura 1,20); b — 
condensator tip Abbe 
modificat (apertura 
1,30) ; c — condensator 
acromMatic cu imersie 
(apertura 1,40); d — 
condensator cu două 
lentile (apertura 1,25), 
cu diafragmă Şi com- 
partiment pentru filtre ; 
e — condensator cu 
două lentile (apertura 
u,90) cu lentilă frontală 


mixabilă ; f — conden- 
sator cu imersie pentru 
cimp mare; g — con- 


densator cu contrast cu 
b diafragmo, inel și dia- 
Iragmă iris de des-' 
chidere cu cîmp des- 
chis, cîmp închis, con- 
trast de fază, contrast 
anoptral ; h — conden- 
sator universal pentru 
microscoape didactice ; 
1 — diafragmă iris. 
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— Condensoarele cu cuarț — sînt folosite împreună cu obiectivele 
monocromatice pentru fotograficrea cu raze ultraviolete. 

— Diafragma iris (Fig. 23 i), este formată din mai multe lame sub- 
tiri de oțel şi se fixează 'de condensor. Prin apropicrea sau depărtarea 
acestor lame cu ajutorul unei mici manete se creiază o deschidere mai 
mare sau mai mică care reglează fascicolul de lumină ce trece prin con- 
densor, permiţind selectarea razelor de lumină, înlăturind razele laterale 
care determină aberaţii în formarea imaginii. 


Sistemul optic propriu-zis 


Reprezintă partea cea mai importantă a unui microscop. Calitatea 
imaginii depinde în primul rînd de performanţele tehnice ale sistemului 
optic care este format din : obiective şi oculare. 

1. Obiectivul microscopului este format din mai multe lentile con- 
vergente fixate la capătul unui tub cilindric, filetat ce se înşurubă în 
revolver. Fiecare revolver prezintă 4—5 orificii în care pot fi înşurubate 
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tot atitea obiective cu putere de mărire şi apertură numerică foarte 
diferită care pot fi schimbate după necesitate prin rotirea revolverului. 

În complexul optic al obiectivului, prima sau primele grupe de 
lentile asigură puterea măritoare a obiectivelor, iar restul grupelor de 
lentile asigură corecţiile aberaţiilor sferice și cromatice. 

Obiectivele sînt de două feluri: uscate şi umede. 

Obiectivele uscate, sînt obiective mici, cu putere de mărire de 10 X, 
20 X, 40 X, 60 X, numite astfel, deoarece mediul care se interpune 
între lentila frontală a obicciiv ului şi preparat este aerul. 

Obiectivele umede (cu imersie), sînt obiectivele mari, cu putere de 
mărire maximă (90 X, 129 X), şi la cle sc folosesc un lichid intercalat 
între lentila frontală a obiectivului și preparat. 


Prin folsirea unui lichid de imersie cum ar fi, uleiul de cedru 
1,5150 unisol 1,52% ulei de parafină 1,470% ulei de ricin 1,480% gli- 
cerină apoasă, tot spaţiul dintre preparatul microscopic şi lentila fron- 
tală a obiectivului devine omogen în ceea ce privește indicele de re- 
fractie. 

Se ştie că atunci cînd o rază de lumină trece printr-un mediu mai 
dens într-un mediu mai puţin dens, este reflectată depărtîndu-se de 
normală. Raza de lumină care străbate preparatul microscopic, după 
ce trece prin lama dc sticlă ajunge în stratul de aer care desparte pre- 
paratul de obiectiv. Prin fenomenul de refracție, o parte din razele re- 
flectate numai pot pătrunde în obiectiv. Din accastă cauză, imaginea 
rezultată este neclară şi slab luminată. 

Pentru a face ca întregul fascicol de raze care luminează preparatul 
să intre în obiectiv se interpune între acesta și preparat un strat de 
ulci de cedru (sau alt lichid de imervie), care are un indice de refracție 
cgal cu cel al sticlei. 

În acest fel razele de lumină numai suferă fenomenul de refracție, 
intrînd în obiectiv, unde formează o imagine clară, luminoasă. Lichidele 
de imersie folosite trebuie să aibă în afara unui indice de refracție 
potrivit şi alte însușiri ca : nu trebuie să fie volatile, să nu decoloreze 
preparatele, să nu atace partea metalică a obiectivului, să nu dizolve 
montura lentilelor ș.a. 

Uleiul de cedru sau alt lichid de imersie folosit în microscopie se 
păstrează în sticluţe bine astupate, pentru a nu se usca sau a se 'în- 
groşa, picătura necesară se ia cu o baghetă subţire de sticlă, în aşa fel 
să nu cadă ulei pe platina microscopului. Dacă totuși aceasta se întîm- 
plă, picătura se șterge cu degetul sau cu o bucată de tifon înmuiată 
în xilol. 

Capacitatea unui obiectiv de a reda distinct conturul unui obiect 
este influențată de sistemele optice simple, de două abateri de la schema 
ideală de formare a imaginii şi anume : 

Datorită lor, imaginea formată de o lentilă simplă cu suprafețe sfe- 
rice prezintă două defecte : 1. imaginea unui punct apare ca un cerc 
(aberaţia sferică) ; 2. imaginea prezintă mai multe culori care nu există 
în microscop (aberaţie cromatică). 
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1. Aberaţia sferică (Fig. 24), apare datorită faptului că periferia 
lentilei refractă lumina mai mult decit porţiunea ei centrală. Ca urmare, 
razele periferice focalizează pe ax la o distanţă mai scurtă de lentilă 
decît cele centrale, iar imaginea este deformată. 

Lentilele la care s-a făcut corecţia acestei aberaţii sînt numite 
aplanatice (aplanate). 


Fig. 24 — Aberaţia Fig. 25 —  Abraţia cromatică a 
sferică a lentilelor. lentillor. 


2. Aberaţia cromatică (Fig. 25), este produsă de faptul că razele de 
lumină albă refractate prin lentile sînt dispersate în culorile lor com- 
ponente și formează un spectru. 

Razele albastre sînt refractate mai mult și ajung într-un focar mai 
apropiat de lentile, decît cele roşii. Ca urmare, diferitele culori com- 
ponente nu ajung în același focar şi de aceea nu se poate combina 
pentru a forma culcarea albă. Ca rezultat, imaginea este difuză, în cu- 
lori, iar conturul apare confuz. 

Aceste defecte au fost corectate prin construirea şi utilizarea obi- 
ectivelor speciale, acromatice, apocromatice, formate din mai multe 
lentile. 

După gradul de corectare al aberaţi ilor sc disting următoarele ti- 
puri de obiective : (Fig. 26) 


a. Obiective acromatice, cu ajutorul cărora se realizează corecţia 
aberaţiilor cromatice pentru două radiaţii ale spectrului vizibil (galben 
sau verde-albastru), dar numai pentru zona centrală a obiectivului. 

Obiectivele acromatice uscate cu apertură maximă de 0,85 dau re- 
zultate bune la măriri slabe, dar nu dau rezultate cînd măririle proprii 
ale obiectivelor depăşesc 60 X. 

Sint practice obiectivele acromatice cu apertură de 1,25 cu imersie 
în apă distilată. Obiectivele acromatice prezintă fenomene de curbură 
foarte supărătoare pentru observații. Pentru eliminarea acestor defec- 
țiuni este necesar să se pună la punct microscopul succesiv pentru fie- 
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Fig. 26 — Tipuri de 
obiective : a — acromat 
nr. 2 (6—8x); b — 
acromat nr. 6 (40—45xX) ; 


c —  semiapocromat, 
d — acromat cu mer- 
Sile, e — apocrom. ru 
„mMersi:c, apertura 1,40; 
f —  apocromat cu 
ımers:e, 120 X, aper- 

z tura 1.30. 

4 

d 


care zonă, de la centru spre periferie. Acest fenomen este mai accentuat 
la obiectivele cu imersie. 

_____b. Obiectivele semiaprocromatice. Aceste obiective permit o corec- 
ție bună a aberaţiilor cromatice şi dau o imagine foarte luminoasă. Cele 
mai bune au apertura egală cu 1,32, suportind măriri totale pînă 
la 1500 X. 

c. Obiective apocromatice. Acest obiective dau imagini luminoase. 

Aberaţia de sfericitate nefiind corectată aici, obiectivul apocroma- 
tic se foloseşte în mod obligatoriu cu un ocular compensator avînd 
acecaşi aberaţie, însă de sens invers. De asemenea, este importantă şi 
curbura cimpului. Totuși aceste obiective dau rezultate bunc în micro- 
fotografiere. 

d. Obiective monocromatice — Acestea sînt obiective confecționate 
din cuarț. Ele sînt folosite în cazul microfotografierii în raze ultra- 
violete. 

Obiectivele monocromatice cu imersie folosesc drept lichid un 
amestec de apă distilată şi glicerină. Lucrînd în ultraviolet au o mare 
putere de rezoluţie. ' 

e. Obiective panacromatice — Aceste obiective sînt avantajoase în 
cazul cîmpurilor plane. Se folosesc numai pentru cercetarea secțiunilor 
subţiri. 

f. Obiective pentru contrast de fază — Obiectivele de acest fel sînt 
sisteme acromatice sau scmiacromatice prevăzute cu o lamă sfert de 
undă, prezentind un inel defazant şi absorbant. Oricare ar fi tipul de 
obiectiv utilizat, menirea sa în sistemul optic al microscopului ceste de 
a da o imagine mult mărită, reală şi răsturnată a obiectivului (prepa- 
ratului),  punind în evidenţă detalii structurale inaccesibile pentru 
ochiul omului. 
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2. Ocularul — este o parte componentă a sistemului optic al mi- 
croscopului care servește la mărirea imaginii dată de obiectiv fără să 
pună în evidenţă detalii de structură, el transformînd imaginea reală 
într-o imagine virtuală. 

El este alcătuit din două lentile plan-convexe fixate într-un cilindru 
metalic, care este introdus în partea superioară a tubului microscopic. 

Fiecare ocular este notat cu un număr (2 X, 7 X, 10 X, 15 X, 20 X, 
25 X, 30 X) care indică puterea de mărire a fiecăruia. Se cunosc pînă 
în prezent 5 tipuri de oculare (Fig. 27): 


a, 

Fig. 27 — Tipuri de oculare: a — ocular negativ Huygens ; b — ocular 
negativ acromatic (periplan, plancromatic) ; c — ocular pozitiv ortoscopic 
(de cîmp maro; d — ocular tip Kellner (micromeiric); e — ocular 


fotografic (proicctiv) cu reglare. 


1. Oculare Huyghens, întrebuințate în mod curent şi care sint com- 
puse din două lentile plan-convexe (o lentilă de ochi şi una de cimp, 
cu feţele plane în sus și separate de un ecran inelar). , 

Puterea lor de mărire variază între 4 şi 12 X. Acestea se asociază 
de obicei cu obiectivele acromatice. 

2. Oculare compensatoare — sînt astfel construite încît dau măriri 
mai mari pentru lumina roșie decît pentru lumina violetă, în scopul de 
a compensa defectul pe care-l au obiectivele apocromatice puternice. 

Drept semn distinctiv poartă gravată pe montura lor litera „K“ sau 
se scrie în întregime „ocular compensator“. Aceste oculare le utilizăm 
decît în cazul obiectivelor apocromatice și semiapocromatice. 

3. Ocularele periplane şi semiacromatice. Acestea sînt veritabile 
oculare universale. 

4. Ocularele ortoscopice — sînt destinate pentru a corecta acroma- 
tele de măriri mici şi medii. 

5. Ocularele proiective (foto-oculare) — sînt oculare speciale pentru 
microfotograficre, a căror denumire variază după fabricaţie, oculare ho- 
male, periplanmetrice, complanmetrice, foto-oculare etc. 


Formarea imaginii și puterea de mărire a microscopului 


Imaginca formată de microscopul fotonic, este o imagine de inter- 
ferinţă între razele directe şi cele difractate de obiect (preparat). 

Obiectivul dă în partea superioară a tubului microscopului, o ima- 
gine reală, răsturnată și mărită a obiectului. 

Ocularul care acţionează ca o lupă, preia această imagine și o 
transformă într-o imagine virtuală, dreaptă şi mărită în raport cu prima 
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imagine. În felul acesta imaginea finală dată de microscopul fotonic este 
virtuală, răsturnată și mult mărită în raport cu obiectul (Fig. 28 a). 
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Noţiuni elementare de optică microscopică 


Fiecare care lucrează în domeniul microscopiei optice trebuie să cu- 
noască o seric de noțiuni elementare de optică care sînt reprezentate 
prin : 

. Puterea de mărire a microscopului ; 

. Grosismentul microscopului ; 

. Apertura numerică ; 

. Puterea de rezoluţie (separatoare) ; 

Profunzimea imaginii ; 

Distanţa frontală ; 

. Puterea de mărire a microscopului — depinde de lungimea fo- 
cală a obiectivului, de puterea de mărire a ocularului şi de distanța din- 
tre sistemul de lentile al obiectivului şi imaginea produsă, adică de lun- 
gimea optică a tubului. 

Practic vorbind, mărimea totală a unei imagini de către microscop 
(K), poate fi variată prin schimbarea obiectivelor şi a ocularelor. Ea este 
dată de produsul dintre puterea de mărire a obiectivului (n. ob.) şi pu- 
terea de mărire a ocularului (n. oc.)' (vezi Tabelul 1). 

K =n. ob. x n. oc. 


2g 


Tabelul 1 
Puterca de mărire a microscopului 
_ Obicctive 
Ocular | 
10 x | 20 x 40 x , 90 x 120 x 
1 x 70 
10 x 100 
15 x 150 
20 x 290 
30 x 300 
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B. Grosismentul microscopului — se calculează stabilind raportul 
care există între diametrul obiectului de studiat şi diametrul imaginii 
microscopului, la distanța minimă a vederii normale care este de 25 cm. 

Se cunosc trei procedee pentru determinarea grosismentului unui 
microscop : 


a. Cu camera clară. 

_ Pentru folosirea acestui procedeu avem nevoie de o cameră clară 
(Fig. 28 b) şi un micrometru obiectiv, cu care lucrăm în felul următor: 
punem la punct micrometrul obiectiv, ataşăm camera clară la obiectiv 
și desenăm pe o hirtic cîteva diviziuni ale micrometrului obiectiv. Dese- 
nul obţinut reprezintă sutimile de milimetru ale micrometrului obiectiv, 
mărite de combinarea ocularo-obiectivă întrebuințată la microscopul 
nostru. Apoi facem raportul între mărimea intervalului cuprins între 
două diviziuni vecine desenate şi o sutime de milimetru, și obținem 
grosismentul microscopului. Exemplu : presupunem că intervalul dintre 
două diviziuni de pe desen măsurate cu compasul este de 2 mm, vom 
avea deci : 


1 272 X 100200 L 200 ori. 


100 1 1 
Deci grosismentul microscopului în cazul de față este de 200 ori. 

b. Procedeul dublei vederi. 

În acest procedeu folosim numai un micrometru obiectiv şi lucrâm 
astfel : punem la punct micrometrul obiectiv și ne uităm la cl prin 
microscop cu ochiul stîng; în acelaşi timp privim cu ochiul drept vîr- 
furile unui compas deschis pe care-l ținem cu mîna dreaptă deasupra 
unci foi de hîrtie, aşezată lingă microscop. Deşi, fiecare ochi observă 
două obiecte deosebite, micrometrul şi compasul, cele două imagini se 
suprapun în centrul vizual cortical, încît lucrurile se petrec ca și cum 
am putea realmente măsura cu compasul diviziunile micrometrice mărite 
la microscop. Dacă virfurile compasului cu care măsurăm intervalul 
dintre două diviziuni sînt îndepărtate la 2 mm, folosind același calcul 
ca în procedeul anterior, obţinem grosismentul microscopului egal 
cu 200. 

c. Cu ajutorul celor duă micrometre (Fig. 29, 30). 


10 20 30 40 50 
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Fig. 29 — Micrometrul 
ocular. 
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Fig. 30 — Micrometrul obiectiv. 


Aşezăm micrometrul ocular, punem la punct micrometrul obiectiv 
și ne uităm să vedem cîte diviziuni ale micrometrului ocular corespund 
unei diviziuni micrometrice obiective. Să presupunem că trei diviziuni 


oculare, adică 3 mm, Sînt egale cu o diviziune obiectivă ra de m) 
vom avea atunci : 
mee x 3 = LLAR 300 de diametre. 
100 1 
C. Apertura numerică — a fost definită de către ABBE ca fiind 


sinusul jumătăţii unghiului de deschidere a obiectivului. 
A.N. =n sin & 

n — reprezintă indicele de refracție al lichidului de imersie utilizat 
care este de 1,51 la uleiul de cedru, 1,47 la uleiul de parafină, 1,48 la 
apertura unghiulară 

2 N 

D. Puterea de rezoluție (separatoare). Numărul detaliilor de struc- 
tură și precizia cu care pot fi evidenţiate într-un obiect, depind de 
puterea de rezolvare sau de separare a sistemului optic (ochi, microscop), 
cu care sînt examinate, adică de capacitatea acestuia de a da imagini 
distincte a două puncte adiacente. 

Puterea de rezoluţie nu trebuie confundată cu vizibilitatea, deoa- 
rece un obiact poate fi vizibil fără să i se vadă detaliile de structură. 

Puterea de rezoluție sau de separare a unui sistem optic este repre- 
zentată de cea mai mică distanţă la care două particule sau linii sepa- 
rate pot fi văzute individualizat, adică formînd imagini distincte pentru 
ochi sau placa fotografică. Această distanţă (d) este calculată de raportul 
dintre lungimea de undă a razelor luminoase folosite (A) şi constanta 
n Sin &, care reprezintă apertura numerică a obiectivului folosit. 


uleiul de ricin ; iar & = 
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În accastă constantă, n — reprezintă indicele de refracție al mediu- 
lui dintre obiect şi lentila obiectiv, iar A = 1/2 din apertura unghiulară 
n Sin % 

A 

De exemplu, admiţind că lungimea de undă medie a luminii albe 
este de 55004 10,55 mcroni), cel mai mic detaliu de structură care 
poate fi deosebit la această lumină cu obiectivul 40 (A.N. = 0,65), este 
0,55 


0,55 
microni = 0,85 microni. Puterea de rezoluţic.a unui obiectiv poate 
fi înbunătăţită prin : 

— mărimea unghiului de deschidere pînă la 143° (apertura nume- 
rică 0,95). Pentru 1—0,55 p, puterea de rezoluţie a unui astfel de 
obiectiv atinge 3000 linii pe milimetru ; ` 

— mărirea indicelui de refracție al mediului de imersie (n = 1,66), 
la apertura 1,60, puterea de rezoluție atinge 6000 linii pe milimetru 
pentru } = 0,55 g. 

— folosirea unei lumini cu o lungime de undă mică. Utilizarea 
obiectivului monocromatice Zeiss cu apertura 1,25 în lumina ultravio- 
letă (à == 0,275 u), permite atingerca unei puteri de rezoluție de 9000 
trăsături pe milimetru. 

E. Profunzimea imaginii. De puterea de mărire a microscopului și 
de apertura obiectivului (cifra gravată pe obiectiv — 40,60), „depinde 
profunzimea clarităţii imaginii (T). Fiecare obiectiv ne permite să vedem 
preparatul la o anumită profunzime într-un punct. 

Profunzimea clarităţii imaginii este determinată după formula : 

1000 A 


— 


a obicctivului : d = 


microni == 0,85 microni. 


7 AV 2 A? 


În cazul puterii de., mărire, V = 1350, apertura 1,3, lungimea de 
undă ì = 0,55, profunzimea clarității T == 0,244. 


Tabelul 2 
Calculul profunzimii imaginii 
Profunzimea — mm Grosimentul Aparatura 
1/10 mm 20 x 0,10 
1/100 mm 15 X 0.25 
1/1000 mm 250 x 0,65 
1/10.000 mm 1200 x 1.25 


Calculele arată că mărirea utilă a unui microscop fotonic nu poate 
depăşi 1300—1450 x, ea fiind egală cu 1000 À. O mărire mai accentuată 
nu evidenţiază detalii noi pe imagine, iar iluminarea ei devine mai slabă. 

F. Distanţa frontală — reprezintă lungimea dintre fațeta lentilei 
frontale a obiectivului și fața superioară a lamelei ce acoperă prepa- 
ratul supus observării. Unei distanţe focale scurte îi corespunde o dis- 
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tanţă frontală mică, apertura fiind mai mare. Distanţele frontale sînt 
calculate în general pentru lamelele de 0,17 mm grosime. În mod obli- 
gatoriu se vor folosi lamele foarte subţiri la obiective cu imersie foarte 
puternice, care au ele înșile distanţe frontale de 0,05—0,008 mm. 

Imaginea dată de obiectivul de imersie sete foarte sensibilă la 
variații de grosime ale lentilei. 

Fiecare obiectiv puternic este prevăzut pentru corecție, în cazul 
variaţiei grosimii lamelelor, cu un ansamblu de lentile care se depla- 
sează prin manevrarea unui inel corector gradat, montat pe tubul obiec- 
tivului. Diviziunile inelului corespund cu grosimea lamelei. 


4.2. ÎNTREȚINEREA MICROSCOPULUI 


Microscopul trebuie ținut departe de căldură sau de umezeală. EI 
nu trebuie trîntit, lovit sau udat cu diverse lichide. Nu trebuie, pe cît 
este posibil să fie mutat prea des de pe o masă pe alta. Cînd este 
transportat la o distanță prea mare trebuie pus în cutia lui și fixat cu 
şurubul de siguranță, pentru ca în timpul transportului să nu se mişte 
în cutie. 

Microscopul trebuie ferit de praf, de aceea cît timp este scos din 
cutie şi nu este folosit, se ţine sub un clopot de sticlă sau din alt 
material (ex. pungi de material plastic). Nu se va lăsa tubul fără ocu- 
larc, pentru că în această situaţie praful pătrunde prin tub în obiectiv. 
După întrebuințare, microscopul va fi pus în cutia lui şi închis. Înainte 
de a fi pus în cutie, revolverul va fi întors în așa fel încit în “dreptul 
platinei să se afle obiectivul cu cea mai mică putere măritoare, iar 
tubul va fi lăsat în jos, mancvrînd viza macroiretrică, atît cit permite 
aceasta. 

Microscopul se şterge de praf cu o cîrpă moale de flanelă, fără 
scame, de preferință cu o piele de căprioară. 

În caz de defectare, microscopul trebuie reparat numai de spe- 
cialiști. 


4.3. FUNCȚIONAREA MICROSCOPULUI 


Se ridică cu ajutorul vizei macrometrice tubul microscopului, apoi 
se fixează preparatul microscopic de platină, cu ajutorul celor doi „călă- 
reți sau cu sistemul de fixare situat pe dispozitivul numai „cărucior“. 

Apoi cu atenţie rotim viza macromctrică și coborîm tubul micros- 
copului pînă cînd observăm imaginea clară a preparatului microscopic. 

Prima observare se face cu obiectivul cel mai mic, apoi se rotește 
cu atenție revblverul aducînd pe axul microscopului obicctivul cel mai 
mare și îl apropiem cît mai mult de preparatul microscopic prin rotirea 
lentă, uniformă a vizei micrometrice, pînă cînd ne apare imaginea clară, 
mult mărită a obiectului de cercetat. 

În cazul utilizării obiectivului cu imersie (90 X. 120 X), se adaugă 
pe lamelă 1—2 picături de ulei de cedru sau ulei de parafină, sau se 
pune dircct pe preparat, în zona care trebuie observată (ex. la frotiuri), 
şi apoi se apropie cu atenţei obiectivul folosind viza micrometrică. 
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Imediat după examinare, obiectivul cu imersie se ridică:cu ajutorul 
vizei macrometrice şi se şterge cu pulpa degetului. Dacă obiectivul nu 
a fost şters la timp şi ulciul s-a uscat, se curăță cu pulpa degetului sau 
cu o piele de căprioară umezită în cloroform. 

Nu se va utiliza xilol sau beuzen, pentru că se riscă dezlipirea len- 
tilelor imersiunii, care sînt fixate cu substanţe solubile în aceste lichide. 

Dacă uleiul de cedru s-a îngroșat sau s-a uscat se fluidifică adău- 
gind puțin xilol. Xilolul se utliizează la curățirea uleiului de cedru de 
pe platina şi stativul microscopului, precum “i la curățirea preparatelor 
microscopice după examinare cu imersie. 


1 
4.4. UTILIZAREA MICROSCOPULUI OPTIC SAU FOTONIC 


Acest aparat optic este utilizat în scop didactic şi ştiinţific, în stu- 
diile complexe de citologie, histologie, microbiologie, genetică, fiziologie, 
patologie, taxonomie ; și se află în dotarea laboratoarelor din cadrul 
Institutelor de cercetări biologice, medicale şi agricole, în cadrul labo- 
ratoarelor de specialitate a facultăţilor de biologic, medicină, farmacie, 
agronomie, geologic, precum şi în întregul învăţămînt general şi liceal 
din țara noastră. 


4.5. TIPURI DE MICROSCOAPE OPTICE Şi FOTONICE 


În laboratoarele noastre didactice şi de cercetare, întîlnim nume- 
roase tipuri de microscoape, uncle de fabricaţie românească (L.O.R.), 
cum sînt : microscopul didactic monocular ; microscopul de laborator 
binocular tip M.L.-4, microscoapele de cercetare — MC-I, MC-2, MC-3 
și MC-5, sînt, microscoape universale la care se poate face o analiză 
diversă a preparatului : prin lumină directă (transmisă) reflectată şi 
polarizată ; cuprinzînd de asemenea echipamentul necesar pentru fluo- 
rescență, ultramicroscopie, contrast de fază, cu ultraviolete, de fotogra- 
ficre și de proiecție. Sistemul de fotograficre și tehnica efectuării micro- 
fotografiilor vor fi explicate la capitolul „Aparatura de  microfotogra- 
fiere“. 

Dintre microscoapele de fabricaţie străină amintim: Microfotul 
D.16.B(ROW), Microscopul monocular-Zeiss, microscopul MBR-l şi 
MBR-2 din U.R.S.S. care posedă o seric de accesorii ca : obiectiv-micro- 
metru,  ocular-micrometru, aparat pentru desen, micromanipulator, 
instalaţii pentru microfotografii, microproiecţii și filmare cu 9 filtre, 
microscopul de laborator — Neopan (Fig. 12), Ortopan-Reichert — 
Austria, Micro- şi Macro-Promer -- Leitz-Austria. 


4.6. APARATURĂ FOȚOGRAFICĂ ŞI MATERIALELE NECESARE 


Pentru efectuarea microfotografiilor în afară de microscopul optic 
sau fotonic mai avem nevoie de: 
— un laborator fotografic adecvat ; 
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Fig. 31 — Microscopul 
de cercetare MC-I-IOR, 
fără instalaţie electrică 
si taniou de comandă. 


— aparatura specială și dispozitive de microfotografiere ; 
— materiale şi ustensile necesare laboratorului fotografic. 


4.6.1. LABORATORUL FOTOGRAFIC 


Reprezintă o cameră de lucru care trebuie să îndeplinească o serie 
de condiţii. Ea va fi aleasă, încit să fie lipsită de vibraţiile cauzate, fie 
pe umblatul pe podea, triîntitul ușilor, etc., fie de o masă de lucru 
subredă. 

De asemenca încăperea trebuie să fie ferită de praf şi în ea să se 
poată crea un întuneric deplin. În încăpere nu trebuie să pătrundă 
vapori de apă, gaze, etc. a căror prezenţă poate deteriora aparatura și 
materialele fotografice. 


Lingă laboratorul fotografic trebuie să cxiste o altă încăpere mai 


ir 


mică (2,5 X 2 m este suficient), în care de asemenea să se poată asi-, 


gura un întuneric deplin. În această cameră prevăzută cu apă curgă- 
toare şi instalație electrică, se vor prelucra filmele fotografice, obţinute 
în laboratorul de microscopie. 
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Fig. 32 = Microscopul de iabora.or NEOPAN, Reichert (Austria). 


Laboratorul fotografic trebuie să cuprindă două categorii de utilaje : 

a. Utilaje necesare preiucrării materialului negativ (Fig. 33) repre- 
zentate de : lămpi de laborator, agățate pe pereie care trebuie să pre- 
zinte filtre roşu-rubinii pentru iilmele izocrome, și filirele verzi-închis 
pentru filmele pancromaiice de 18 DIN, eventual 22° DIN; filtrele 
galben-verzui, tip Agfa 113 D, pentru hîrtia fotografică; tancurile de 
developare, cu spirală și cu bandă Corex; cleme peniru agăţarea fil- 
melor sau clişeelor; dulapuri de uscare cu aer cald, sau cu  uscător 
Föhn ; rastele de lemn în formă de X pentru uscarea plăcilor fotografice. 

b. Utilaje necesare prelucrării materialului pozitiv (Fig. 34) repre- 
zentate de : aparatul de copiat şi rama de copiat, folosite pentru copierea 
negativelor ; aparatul de mărit, care poate fi: cu lumină dirijată, cu 
lumină difuză, cu lumină combinată (după sursa de lumină) și cu punere 
la punct a imaginei : manuală, semiautomată, automată şi universale — 
la care se pot mări clișeele de la formatul 24/36 mm, pînă la 6/9 cm; 
rame încadratoare, de format variabil, care sînt fabricate pentru trei 
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Fig. 33 — Ustensile de 
laborator foto: a — 
lampă de laborator; 
b — rastel pentru uscat 
plăci fotografice; c — 
tanc de developat Tri- 
plex; d — clemă. 


dimensiuni maxime și anume : 18/24 cm, 23/30 cm sau 30/40 cm; cuve 
sau tăvi de developare, confecţionate din tablă smălțuită, fie din material 
plastic, de dimensiuni cuprinse între 6/9 și 50/60 cm ; clești de material 
plastic și metal inoxidabil necesari pentru manevrarea hirtiilor ; uscător 
electric şi rulouri din cauciuc pentru uscarea şi presarea fotografiilor pe 
placa cromată ; tăietoare cu cuţit rotativ sau foarfece tip ghilotină; 
ceasuri de expunere şi ceasuri cronometru cu sonerie de la 0” la 60'; 
frigider electric pentru păstrarea filmelor și plăcilor ultrasensibile şi 
sensibile în infraroșu. 

Sticlăria va cuprinde : cilindrii gradaţi de 250 şi 500 cms, eprubete 
gradate de 100 și 250 cmi, pipete de 10 cm?, flacoane de 150, 500 şi 
1000 cm“ pentru revelatori cu formula uzuală, şi de 1 | şi 2 1, pentru 
soluţii separate şi pentru fixator. 

Mai este necesară și o balanță tehnică, pentru greutăți pînă la 
900 gr cu trusa respectivă. 


4.6.2. APARATURA DE MICROFOTOGRAFIERE 


Tehnica de lucru în vederea obținerii unor fotografii la microscop 
a preparatelor biologice sînt variate, în funcţie de aparatele utilizate. 
Pentru obţinerea microfotografiilor se folosesc microscoape moderne 
de cercetare, care sînt prevăzute din construcţie cu sisteme şi anexe 
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Fag. 34 — Utilaje dir dotarea laboratorului foto: a. aparat de copiat filme; 

b. ramă încadratoare de format variabil; c. tăvi de developare; d. cleşte 

de material inoxidabil ; e. cleşte de material plastic; i. uscător electric; 
g. rulou de cauciuc; h. foarfecă cu cuţit rotativ. 
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pentru totograficrea prearatelor biologice, aşa cum sînt: MC-1, MC-5 
şi Microfotul D.16.B (ROW) care le vom descrie amănunțit şi dispozitive 
(tuburi intermediare microscopice), camere verticale, care se pot ataşa 
la orice tip de microscop, utilizindu-se orice aparat fotografic de 
format mic. 


4.6.2.1. Microfotografierea la microscopul universal 
de cercetare MC-1 


Microscopul universal de cercetare MC-1 (Fig. 31), produs de Între- 
prinderea Optică Română, reprezintă împreună cu microscopul MC-5, 
cel mai modern și perfecţionat tip de microscop românesc, la care se 
poate face o analiză diversă si detaliată a preparatelor biologice prin : 
lumină directă (transmis), reflectată și polarizată, contrast de fază, fluo- 
rescenţă, cîmp întunecat, prezentind și un sistem complex pentru foto- 
grațiere și proiecție. Prin urmare în cadrul acestui microscop sc găsesc 
incluse toate tipurile de microscoape (fotonic, în cimp întunecat, cu 
contrast de fază, în lumină polarizată, în lumină fluorescentă, în infra- 
rosu), exceptind ce] electronic. 

Sistemul complex de fotografiere permite fotografierea alb-negru 
şi color a preparatelor biologice. 

Microscopul universal MC-1, este construit pentru un domeniu larg 
de cercetare, folosind metode variate de observare, avind în același timp 
posibilități de fotograficre și proiectare a imaginii proiectate. 

Microscopul poate fi .folosit cu succes în cercetări din domeniul 
„biologiei, biochimici, fiziologici, citologiei, histologici, geneticii, metalo- 
grafici, mineralogiei, etc. 

Metodele de cercetare şi posibilităţile microscopului universal MC-1 
sînt : 

1. Observarea în lumină transmisă diregt sau oblică, cu optică mono- 
culară sau binoculară, folosind diverse tipuri de obiective : acromate de 
3 X, 6X, 10 X, 20X, 40 X, 90 X, apocromate de 40 X (cu corecție pentru 
grosimea lamelei),' 60 X, și 99 X ; oculare de tpiul Huygens de 5X, 7 X, 
10 X, 15 X, compensatoare de: 5 X, 7 X, 10 X, 15 X și un condensor 
cu apertură maximă 1,4. 

2. Observarea în cîmp întunecat, folosind 4 tipuri de condensori 
pentru cîmp întunecat ; 

3. Contrast de fază avînd obiectivele de 10 X, 20 X, 40 X, 9 X; 

4. Lumină polarizată cu polaroizi ; 

5. Dispozitiv pentru fluoroscopie, prezentind un set complet de fil- 
tre şi lampa cu vapori de mercur, avind o putere clectrică de 200 W; 

6. Dispozitive pentru iluminare prin reflexie şi combinat reflexie- 
transmisie, prezentind obiective speciale de 7 X, 14 X, 22 X, 45 X. 

Microscopul mai este prevăzut cu paţru locașuri pentru patru surse 
de iluminare diferite, dintre care una pentru iluminare prin reflexie. 
TA aceste locașuri se introduc 2 lămpi cu incandescență de 6 V, 30 W, 
1 lampă cu vapori de mercur de 200 W, 1 lampă cu arc electric de 500 W. 
Ele pot fi introduse în sistemul optic al microscopului prin simpla 
comutare a unui comutator optic. 
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~ Microscopul MC-1, mai este prevăzut cu un dispozitiv cu comutator 
optic, care permite dirijarea razelor care formează imaginea în cinci 
direcţii diferite, pentru fotografiere sau proiecţie după cum urmează : 

— fotografierea monocromă pe. film de 35 mm; ı 

— fotografierea color pe film de 35 mm ; 

— filmarea obiectului cercetat pe film de 16 mm sau 33 mm; 

— fotograficrea pe plăci 6 Xx 9; 

— proiecția pe ecran dreptunghiular cu diagonala de 15 cm; 

— proiecţie pe masă pentru desen ; 

— proiecţie pe ecran avînd diametrul de 1 m; 

— măsurarea fluxului luminos se face cu fotocelulă, în vederea 
stabilirii timpului de expunere. 

Pentru fotografiere, vizarea se face prin dispozitivul binocular al 
microscopului sau privind în dispozitivele de vizare ale aparatelor: foto 
pe care le utilizăm. s 

Pentru realizarea microfotografiilor trebuiesc efectuate o serie de 
manevre a căror succesiune este următoarea : i 

— Intr-o cameră obscură se încarcă cele două aparate Exacta Varex 
cu film de 35 mm, sau a casetelor cu plăci fotografice de 6 X 9 cm. 
Casetele se numerotează și se notează cu sensibilitatea plăcilor cu care 
au fost încărcate. Ambele aparate pot fi încărcate cu același tip de 
film sau diferite din punct de vedere al culorii sau sensibilităţii. 


Alegerea filmului este determinată de scopul cercetării. Pentru 
microfotografii de preparate cu contraste mari sê vor folosi filme şi 
plăci cu sensibilitate mai mare (15, 17, 21 DIN), iar pentru preparatele 
lipsite de contrast sînt recomandate materiale cu sensibilitate mică 
(7,10 DIN). La alegrea materialelor fotosensibile se va ţine cont de 
următorii factori : sensibilitatea la lumină generală, sensibilizarea cro- 
matică (spectrală) şi de compoziţia spectrală a surselor de lumină folo- 
site la microfotografiere. 

— Aparatele încărcate se montează pe microscop în poziţia de 
fovograhiere, cu vizoarele deschise, indreptate spre operator nu înainte 
insă de introducerea în locaşul lor a oculurelor speciale, foto I sau 
foto II, după caz și scop. 

— La ficcure aparat se montează cablul declanșator flexibil. 

— Se vizează prin binocular. Ocularul cu reticul de încadrare 
(x—RI.) se aşează la diviziunea zero. Se priveşte rcticulul de încadrare 
si în caz de neclaritate a acestuia se reface reglajul prin rotirea lentilei 
scularului R.I. 

— Pe platina microscopului se aşează preparatul ; prin deplasarea 
acestuia pe verticală și orizontală se face punerea la punct şi încadrarea 
în cîmpul microscopului a sectorului pe care-l dorim să-l fotografiem. 
Punerea la punct se face pentru ocularul cu reticul, iar celălalt ocular 
se reglează pînă cînd apare clară şi imaginea în acesta. În acest moment 
toate locurile de fotografiere sînt în corespondență. 

— Se trage de butonul de deasupra rovolverului în afară pînă la 
capătul cursci. « 

— Se acţionează asupra butonului din faţa schimbătorului de pro- 
iecție a luminii pentru măsurarea intensității fluxului luminos, în funcţie 
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de intensitatea indicată de exponometru de fotograficre. Reglarea 
timpului de expunere se face în funcţie de indicaţiile exponometrului 
și de sensibilitatea filmului sau a plăcii fotogratice. 

— După reglarea timpului de expunere se acţionează din nou asu- 
pra butonului din faţa schimbătorului de proiecţie a luminii pentru scoa- 
terea din sistemul optic a exponometrului. Dacă toate manevrele au 
fost corect executate imaginea preparatului trebuie să apară pe geamul 
mat al aparatului fotografic. 

— Se deschide capacul lateral al aparatului fotografic şi se pri- 
veşte prin geamul mat. Dacă imaginea este bine centrată se poate trece 
la fotografierea propriu-zisă. Se armează aparatul prin declansarea auto- 
mată a timpilor lungi de expunere, manevrarea pîrghiei de armare spre 
stînga pină la refuz, după care se armează dispozitivul. ; 
În această situație aparatul este pregătit pentru a înregistra ima- 
‘ginea preparatului de pe lamă. 

— Declanşarea se face numai cu declanşatorul flexibil după o 
prealabilă verificare a clarităţii imaginii care se poate face fie prin 
intermediul lupelor din vizoarele aparatelor foto, fie privind prin ocula- 
rele microscopului. / 

. După terminarea tuturor imaginilor, filmul se trage din nou în casetă, 
se scoate din aparat și este supus prelucrării. 


4.6.2.2. Microfografierea cu Microscopul D.16 B (ROW) 


Microscopul de cercetare D.16.B (ROW), fabricat în R.D.G, este 
prevăzut cu un sistem de micro-fotografiere. 

Înainte de, a trece lu executarea microfotografiilor trebuiesc exc- 
cutate următoarele operaţii : 

— În susținătorul special, fixat lateral pe stativul înclinat al 
microscopului se introduce ocularul ; scoaterea ca și introducerea aces- 
tuia din lăcaşul său se face prin apăsarea simultană asupra celor două 
manetce. 

— Se montează filmul în casetă. Caseta se scoate din lăcaşul său 
împreună cu casca de protecție prin rotirea roții de fixare spre stînga. 
Pe lagărul superior se fixeaxă caseta plină, iar pe cel inferior, aflat în 
legătură cu butonul de tracţiune, caseta goală. filmul se trage pe sub 
fercasta casetei dintr-o parte în cealaltă apăsînd cu degetul mare pe 
lama din spatele ferestrei. Trebuie acordată multă atenție montării fil- 
mului în casetă, în sensul că în orificiile laterale ale acestuia să intre 
perfect roţile dinţate de tracţiune ale casetei, deoarece orice imperfec- 
ţiune duce la ruperea filmului. Caseta astfel pregătită, se acoperă cu 
carcasa de protecție şi se introduce în lăcașul de stativ. Se rotește spre 
dreapta discul de fixare pînă cînd caseta este perfect imobilizată. Prin 
rotirea butonului de tracţiune, fixat lateral pe casetă, se trag în caseta 
goală primele două poziţii fiind voalate. 

În lăcaşul special, situat lateral pe stativul microscopului, între 
caseta ocular și dispozitivul de expunere, se fixează firul declanșator. 

Microscopul astfel pregătit se poate trece la executarea microfpto- 
grafiilor, efectuînd numeroase cperaţii în ordinea indicată mai jus : 
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a. Se fixează în cîmpul microscopului sectorul de preparat care 
corespunde în cel mai înalt grad scopului urmărit. Sectorul ales trebuie 
să fie clar, structurile sale fiind în același plan vizual, uniform şi intens 
luminat. 

b. Ocularele se rotesc cu 180°C. 


c. Se priveşte prin ocularul situat sub dispozitivul de fixare a ocu- 
larelor iar prin manevre adecvate se încadrează structura ce urmează 
a fi fotografiată în dreptunghiul trasat pe lentila frontală a ocularului. 
Se rotește ocularul într-un sens și altul pină cînd crucea din centrul 
ocularului se vede clar, formată din linii simple, nedublate. Dacă este 
necesar se mai face o corecție a claritătii preparatului prin mișcarea 
vizei micrometrice. 

d. Sistemul foto se armează prin ridicarea manetei situată lateral 
pe porțiunea înclinată a stativului în spatele dispozitivului de expunere. 

e. Timpul de expunere se stabilește prin fixarea manetei indicator 
la nivelul uneia din cifrele indicate pe disc. Dacă expunerea trebuie să 
fie mai mare de o secundă, maneta indicator se fixează în dreptul 
literei „B“. În acest caz, pentru expunere este necesar a avea la dispo- 
zitie un cronometru sau un ceas cu secundar. 


f. Se apasă pe butonul firului declanșator, realizîndu-se expunerea 
filmului. Dacă timpul de expunere depăşeşte o secundă, se ţine în 
această poziţie pînă la scurgerea integrală a timpului stabilit anterior. 

g. După expunere, filmul se rulează în casetă. Pentru aceasta se 
procedează astfel : se apasă în direcție perpendiculară pe butonul de 
rularea filmului și se rotește puţin spre. dreapta, fără a se mai apăsa 
pe buton; se continuă rotirea pînă cînd se aude o ușoară pocnitură, 
ceeace indică intrarea în funcție a piedicii. 


4.6.2.3. Microfotografierea cu ajutorul tubului foto 


Pentru obținerea microfotografiilor, cele mai comode dispozitive 
care se găsesc în accesoriile microscoapelor de cercetare MC-1, MC-2, 
MC-3, sînt tuburile intermediare foto si dispozitivul Miflex (fabricaţie 
Zeiss) (Fig. 35, a, b), care se pot adapta la oricare tip de microscop, 
şi la care putem să atașăm oricare aparat fotografic de format mic 
(Extra Warex, Leica, Kontax, Kiev ctc.). 

Dispozitivele Miflex pot fi simple sau cu vizare laterală, prezentind 
latera] un ocular telescopic, iar în partea superioară o cameră obscură 
(Fig. 36, a, b). i 

Pentru obținerea microfotografiilor la oricare microscop, atașindu-se 
fie tubul intermediar foto sau dispozitivul Miflex se efectuează o serie 
de operații în următoarea succesiune : 

a. Şurubul care fixează tubul microscopului de stativ se slăbeşte 
prin deşurubare şi astfel este posibilă îndepărtarea tubului împreună cu 
ocularele. Tubul odată scos, imediat se ambalează și se depozitează 
într-un loc ferit de praf (recomandabil este aranajrea lui în lăcașul 
special al lăzii în care a fost ambalat microscopul). 


b. În locul tubului microscopic se montează tubul foto sau dispo- 
zitivul Miflex,; prin strîngerea şurubului anterior slăbit. 
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c. În capătul superior liber al tubului foto sau miflexului se intro- 
duce unul din ocularele speciale pentru microfotografiere (foto I, foto II, 
proicctive, foto-oculare etc.). 

d. După o prealabilă vurificare tehnică şi încărcarea cu film, unul 
din aparatele fotografice, Extra Varex sau alt tip de aparat fotografic, 
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taen 55 — Tipari go ianari feie: a — tub intermediur 
foto ; b — diıspozıtıvul Miflex. 


se montează la capătul distal al tubulu: foto sau miflexului. La aparat 
se montează declanşatorul flexibil. 

c. În funcţie de iawnsitatea sursei luminoase, sensibilitatea fil- 
mului, transparența preperatuiui ș.a. se stabileşte tipul de expunere, 
iar odată cu aceasta vuncrea în funcţiune a sistemului automat de des- 
chidere și închidere a p rdelei. 

Prin deschiderea cazacului lateral, imaginea preparatului de pe 
platina microscopului, trebuie să ne apară pe geamul mat. Dacă situaţia 
o cere, prin manevre adecvate se face punerea la punct în sensul obti- 
norii celei mai clare imagini şi a încadrării acesteia în cîmpul optic al 
aparatului foto. 

f. În acest moment se poate trece la executarea de microfotografii : 
se armează aparatul prin tregerca manetci pînă la capăt și sc apasă pe 
declanşatorul flexibil. După ficcare imagine aparatul foto se armează 
din nou. i 

g. După terminarea tuturor imaginilor, fiknul se trage în casetă şi 
se scoate din nou din aparat după care este dovelopat. 
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Fig. 36 —- Microscopul de laborator la care s-a atașat, dispozitivul Miflex cu 


vizare Aaterulă (a) şı schema optică a dispozitivului (b). 


La dispozitivul Miflex, grosismentul nu poate fi variat, deoarece 
este dinainte stabilit prin constantele cchipamentului. Dacă microfoto- 
graliile se execută cu un aparat fotografic de model mic, mărimeu 
ciișcului este : 


adică jumătate din grosismentul microscopului. 

Dacă în locul ocularului microscopului se folosesc proiective, atunci 
grosismentul imaginii este dat de produsul dintre grosismentul obiecti- 
vului şi grosismentul proiectivului, indicat pe montură. 


4.6.2.4. Alte dispozitive pentru fotografierea la microscop 


Camerele verticale (Fig. 37). 

Acestea au o extindere variabilă, fiind cu burduf. Punerea la punct 
~e face pe geam mat, iar obturatorul este fixat la partea inferioară. Plă- 
cile fotografice folosite sint de mărime medie sau mare (9 X 12 pînă la 
13 X 18 cm). 
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Fig. 37 — Camera verticală Zeiss mon- 
tată la microscop. 
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În cazul folosirii acestor aparate la calculul grosismentului tota! 
obținut pe placa fotografică trebuie să se țină seama si de lungimea 
camerei (distanța T dintre placă și ocular), exprimată în milimetri : 


T 
Gow => Gvizual x j 
250 


Bancurile optice, servesc drept suport pentru camerele orizontale 
(Fig. 20), extinderea putînd atinge 2 m (formatele obişnuite ale plăcilor 
fotografice folosite cu aceste dispozitive sînt 13 X 18 și 18 X 24). 
Microscopul însăși este așezat orizontal și stabilitatea este excelentă. 
Aceste camere sînt folosite în special în metalografie. 

Un dispozitiv simplu pentru microjotograjiere (Fig. 39). Nu fiecare 
laborator poate fi utilat cu dispozitive moderne şi costisitoare pentru 
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Fig. 38 — Cameră orizontală pentru microfotografierc 
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Fig. 39 — Instalatie simplă pentru miıcrofotografiere 


efectuarea microfotografiilor. Oricine îşi poate construi însă, în laborator, 
cu mijloace modeste, un dispozitiv care, adaptat la microscop, poate fi 
folosit la obţinerea unor microfotografii de foarte bună calitate. 

Principiul se bazează pe proicctarea imaginii mărite direct pe hîrtia 
fotosensibilă sau pe placă, microscopul jucînd rolul unui proiector, iar 
filmul ce se proiectează fiind înlocuit în cazul de faţă cu preparatul mi- 
croscopic care se fotografiază. În locul ocularului microscopului se așează 
în tubul microscopului o pilnie confecţionată din hîrtie neagră mată. 
Gulerul pîlniei protejează materialul fotosensibil împotriva iluminării 
laterale. 

Lângă microscop se montează un stativ pe care se fixează un inel cu 


mufă, pe acesta se aşează un geam dintr-o sticlă de bună calitate (de 
Li 


75 


exemplu o placă fotografică, curățată de gelatină), iar pe aceasta se pune 
un geam mat cu partea mată spre microscop. Toată instalaţia se montează 
într-o cameră obsucră. | 

Mărirea sau micșorarea se asigură deplasind cercul în jos sau 
în sus. 

Imaginea se observă pe geamul mat, reglindu-se şurubul micro- 
metric al microscopului, astfel incit să obținem o imagine cît mai clară. 

Se stinge sistemul de iluminare și la lumina roșie se introduce sub 
geamul mat hirtia sau placa fotografică. Se apasă cu o greutate, astfel 
încît hîrtia să adere perfect la suprafața geamului. Expunerca se cfec- 
tuează prin aprinderea lămpii care ilumincază oglinda microscopului, 
cînd produce impresionarea stratului de cmulsie fotografică. Expunerea 
se face în așa fel încît să fie eliminată orice trepidație a sistemului. 


4.1. SUBSTANȚE CHIMICE UTILIZATE ÎN LABORATORUL 
FOTOGRAFIC 


Developanţi : hidrochinonă, metanol, amidol. 

Baze şi săruri: carbonatul de sodiu unhidru, borax, amoniac. sodă 
caustică, potasă caustică. 

Sulfiţi : sulfit neutru de sodiu anhidru, sulfit acid sau bisulfit de 
sodiu, metabisulfit de potasiu cristalizat, hiposulfit de sodiu cristalizat 

Diverse : Bromură de potasiu cristalizată, alaun de crom, alaun 
ordinar, clorură mercurică, sulfat de sodiu cristalizat, permanganat de 
potasiu, persulfat de amoniu. 

Toate substanțele se păstrează în vase sau flacoane originale. Sub- 
stanțele anhidre livrate în ambalaj de hirtie trebuie trecute imediat 
in borcâne de sticlă sau în cutii din metal inoxidabil, bine închise. 

Este bine ca apa care se foloseşte la prepararea soluțiilor să fie 
distilată, iar temperatura ci să nu depăşească 45°C. O apă prea „dură“ 
(cu conţinut mare de săruri de calciu) folosită în prepararca soluţiilor 
poate da lucrări necorespunzătvare. Rovelatorii trebuiesc preparați res- 
pectînd ordinca de dizolvare arătată în rețetă. Nu se introduce nici o 
substanţă nouă în soluţie pînă ce nu s-a dizolvat complet substanta 
introdusă anterior. Este bine să sc filtreze soluţiile finale obţinute. 
Soluţiile se Jasă liniştite cel puţin 24 ore. Nu se vor agita înainte de 
folosire. 

Fixatorul nu trebuie preparat imediat înainte de folosire, pentru că 
dizolvarea hiposulfitului produce o scădere simțitoare a temperaturii, 
fapt pentru care prelungeşte timpul de fixarc. 

Toate sticlele se etichetează obligatoriu, iar ctichetele vor fi para- 
finate. Etichctele se ung cu o soluţie de parafină în eter. 

Se vor evita dopurile de sticlă rodate, întrucit se întepenesc în 
gitul sticlei. Sticlele se pot astupa foarte bine cu dopuri de cauciuc 
parafinate. Revelatorii se păstrează numai în sticle brune, feriţi de 
lumină și la o temperatură de maximum 20°C. Sticlele vor fi cît mai 
pline, pentru a avea o suprâfaţă cit mai mică în contact cu aerul. 
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4.8. MICROFOTOGRAFIEREA 
4.8.1. FACTORII FOTOGRAFICI 


Microfotografia este un auxiliar preţios de cercetare în orice ramură 
ştiinţifică în care se folosește microscopul. 

Exccutarea unei fotografii la microscop este înainte de toate, o 
problemă de optică, de iluminare, factorii geografici fiind de impor- 
tanță secundară. 

Obţinerea unei bune microfotgoralii depinde de o serie întreagă de 
factori și anume : 

a. o iluminare constantă ; 

b. o bună poziţie a filamentului în raport cu colectorul; 

c. o aşezare la distanţă corespunzătoare a condensorului de la 

microscop ; 

d. folosirea unor sisteme optice corespunzătoare : 

. folosirea unor filtre adecvate pentru microfotografii ; 
f. fixarea timpului de expunere. 


(ge) 


4.8.1.1. Sursa de lumină (iluminarea) 


Nerespectarea indicaţiilor privind iluminarea provoacă neajunsuri 
din cauza ncuniformităţii de iluminare rezultate. 

Pentru ca în microfotografiere să sc folosească o iluminare cît mai 
potrivită, sc recurge la sistemul de iluminare cunoscut în literatură sub 
denumirea de „iluminarea Kohler“ (Fig. 40, A, B). 

în acest scop se vor urma întru-totul indicaţiile de mai jos: 

— se așează aparatura pe o masă cu stabilitate perfectă, grea și 
cu o suprafaţă mată. Este bine ca suprafaţa mesei să fie acoperită cu o 
foaie de cauciuc; 

— nu se va instala microscopul în faţa ferestrei. Încăperea se va 
alege astfel încît să se poată face întuneric deplin ; 


— sursa de lumină trebuie să fie constituită dintr-o lampă pe care 
am prezentat-o anterior, prevăzută cu diafragmă iris și geam mat. 


În timpul lucrului se va ţine seama de următoarele observaţii : 

— imaginea sursei trobuie să se formeze în planul preparatului ; 

— suprafaţa iluminată nu trebuie să depășească întinderea cîmpului 
ce se studiază ; 


— condensorul se diafragmează puțin, cu 1/5—1/4 din deschi- 
derea totală. 


Reglarea permite obţinerea unui cîmp perfect iluminat dacă se 
procedează așa cum vor prezenta în continuare : 


— se aşează sursa luminoasă la 30 cm de oglindă; 
— se centrează imaginea filamentului lămpii în centrul oglinzii; 
— se reduce la jumătate deschiderea diafragmei lămpii ; 


— se pune la punct imaginea filamentului lămpii, în mijlocul con- 
densorului, închisă la maximum ; 
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Fig. 40 — Schema iluminării în microfotografie: a, b — mersul razelor de 
lumină în slumnarea Kohler 


— se dirijează raza de lumină pe axa optică a microscopului, potri- 
vind înclinarea oglinzii ; 


— se deschide diafragma lămpii ; 
— se introduce geamul mat în fața lămpii ; 
— se pune la punct microscopul pentru obtnierea imaginii prepa- 


râtului ; 
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— se reglează în aşa fel condensorul microscopului încît imaginea 
sticlei mate din fața lămpii să se formeze în planul preparatului. O linie 
trasată cu creionul pe geamul mat ușurează acest reglaz ; 

— se închide diafragma lămpii; 

— se centrează cercul luminos în cîmp prin orientarea oglinzii, pri- 
vind în microscop ; 

— se deschide diafragma lămpii ; 

— se privește în microşcop închizînd diafragma lămpii pînă cînd 
imaginea luminoasă coincide cu cîmpul microscopului ; 

— se închide irisul condensorului cu 1/4 pînă la 1/5 din diametrul 
sáu. Pentru aceasta se scoate ocularul şi se priveşte prin tubul microsco- 
pului. Lentila din spate a obiectivului va fi complet şi uniform iluminată. 
Se închide treptat irisul, pînă cînd diametrul discului iluminat va fi redus 
la 3'4 pînă la 4,5 din valoarea iniţială ; 

— se reglează intensitatea luminii cu ajutorul reostatului lămpii sau 
interpunînd diferite filtre. 

Dacă se respectă acaeste condiții de iluminare a preparatului la 
microfotografiere, se îndepărtează şi lumina parazită, care provoacă multe 
neajunsuri. l 

4.8.2. ALEGEREA SISTEMULUI OPTIC 


a. Obiectivul 


În microfotogarfie se preferă folosirea unui obiectiv apocromat de 
bună calitate. Este bine să avem la îndemînă un număr suficient de 
obiective, pentru a ne permite o întreagă gamă de combinaţii. Astfel, se 
pot folosii ; 

— Obiective uscate e x (0,15); 10 x (0,30); 20x (0,65); 40x (0,95). 
cu inel de corecție ; 

— Obiective cu imersie în ulei — 60 x (1,0) ; 90 x (1,40) ; 120 x (1,30). 


b. Ocularul ! 


Ocularul ordinare (Huygens, periplan sau compensatoare) nu asigură 
obținerea unei bune imagini fotografice. 

La aceste oculare claritatea în centru este bună, însă curbarea cîm- 
pului este extrem de supărătoare, mai ales pentru preparatele microsco- 
pice de suprafață mare. Se pot totuşi folosi combinaţiile : oculare Huy- 
gens + acromatice slabe; periplan + acromatice medii; compensa- 
toare + acromatice tari şi apocromatice. , 

Cele mai folosite oculare speciale, calculate pentru microfotografii, 
sînt așa numitele Homals (Zeiss) sau Amphiplan (Bausch-L5mb). Acestea 
dau imagini foarte plane, astfel nu va mai apare curbura cîmpului. Sînt 
însă inutilizabile pentru observarea vizuală. . 

Acest tip de oculare speciale trebuiesc asociate cu obiective apocro- 
matice, pentru că măresc, corijează și -aplanează imaginea. Ocularele de 
procicție (proiective) dau rezultate bune cu obiectivele acromatice slabe 
și mijlocii : 

c. Condensorul 


Condensorul Abbe cu două sau trei lentile nu este recomandabil. 
dînd o aberaţie mare. Dacă se lucrează în lumină monocromatică verde 
se pot folosi cu succes condensoarele amplasate cu apertura 1,40. 
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Când dorim să obţinem puteri de rezoluție foarte mari, vom lucra cu 
un condesor acromatic cu imersiune (apertura 1,30 sau 1,40). 


d. Grosismentul 


După fiecare microfotografie, determinarea scării este deosebit de 
.mrortantâ. O microfotografie lipsită de scară nu are nici o valoare ştiin- 
vifică. Se ştie că grosismentul microscopului este produsul dintre mărirea 
proprie a obiectivului şi grosismentul ocularului. Grosimentul total nu 
este însă identic cu scara fotografiei. Folosim relaţia : 

= i Ace T 
Gio — G microscopului X Em , 
T = reprezentarea în milimetrii a camerei, respectiv distanța dintre 
ocularul microscopului și placa fotografică sau pelicula filmului. 
În cazul folosirii dispozitivului Miflex, T = 125 mm,, deci : 


Geto = Alobicetia XxX 0.5 


În acest caz. folosind aceeaşi formulă, reiese clar că grosistemul 
fotografici creşte în raport cu lungimea camerei la aceeaşi pereche 
ocular—obiectiv. 


4.8.3. FILTRELE PENTRU MICROFOTOCRAFIERIE 


Pentru operaţiile legate de microfotografierc, este necesară folosirea 
unei game întregi dc filtre, pe care le indicăm în continuare : 

— Filtre ncutre ce reduc iluminarea obicetivului, fără modificarea 
culorii ; 

— Filtre colorate solide şi lichide care sînt folosite pentru modifi- 
carca culorilor preparatului ; : 

— Filtrele monocromatice care transmit o bandă specială limitată 
Acestea se folosesc în scopul de a se elimina spectrul secundar al obiecti- 
velor acromatice şi a se ameliora claritatea imaginii. Dăm ca exemplu 
folosirea filtrului verde, care izolează banda de 5461 Ă. 

— Filtrele infraroşii ce nu lasă să treacâ decît lumina avînd lungi- 
mea de undă à == 0,7 u, permițind fotografierea unor obiecte opace la 
lumină obişnuită. 

— Ecrancle antiultraviolet ce opresc radiaţiile ultraviolete date de 
o lampă de cuarț, de exemplu, pentru protejarea microorganismelor vii. 

— Ecranele anticalorice care opresc razele infraroşii. Ele se utili- 
zcază în special acolo unde trebuie protejate preparatele supuse unei 
iluminări prea intense. 

Filtrele polarizate (polaroid) care sînt utilizate cîteodată în rolul 
nicolilor, pentru cercetări în lumină polarizată. Filtrele din sticlă sînt cele 
mai comode și mai practice. 

Se mai utilizează filtre din gelatină şi filtre lichide. Gelatina se 
deteriorează însă din cauza căldurii radiate de sursa de lumină. 

Aceste ultime tipuri de filtre nu se vor monta niciodată prea aproape 
de sursa de lumină, sau în planul imaginii sursei. Pentru ca o culoare 
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determinată să fie cît mai puţin supărătoare, trebuie ca preparatul să 
fie fotografiat cu radiaţii, avînd lungimea de undă cuprinsă în banda de 
absorbţie a colorantului folosit. Prin urmare, trebuie să se cunoască 
benzile de absorbţie specială ale coloranților biologici mai des utilizați, 
precum şi curbele de transmisie ale filtrelor disponibile. 


4.8 4. DETERMINAREA TIMPULUI DE LXPUNERU 


În microfotografiere este mult mai dificil să se determine cu precizie 
timpul de expunere, decît în fotografia normală. Totdeauna va fi necc- 
sară cfectuarea mai multor expuneri la o intensitate absolut identica a 
luminii, iar filmele sau plăcile trebuiesc developate în condiţii absolut 
identice. 

Se va fixa un timp minim de expunere, de exemplu 2 s, iar clişeele 
următoare se vor expune în progresie astfel: 4 s, 8 s, 16 s, 32 s. 

Se alege cel mai bun clişeu din serie, care se prelucrează, iar în ex- 
punerile următoare se foloseşte acecași intensitate de lumină, lucrindu-se 
in condiţii identice. 

' Această metodă se aplică în cazul utilizării dispozitivelor la care se 
găsesc adaptate aparate fotografice de format mic. În cazul aparatelor de 
format mare ca : Exacta Varex, Contax, Exa, Practica, timpul de expunere 
se stabileşte prin fixarea unei manete indicator la nivelul uneia din 
cifrele indicate pe un disc mobil. i 

Dacă expunerea trebuie să fie mai mare de o secundă, maneta indi- 

cator se fixează în dreptul literei „B“. În acest caz pentru expunere este 

necesar a avea la dispoziție un cronometru sau un ceas cu secundar. 

În cazul folosirii exponometrelor la microfotografiere, pentru deter- 
minarca timpului de expunere intră în calcul şi sensibilitatea emulsiei, a 
filmului folosit. Exponometrul se potrivește la deschiderea 8; timpi: 
de expunere astfel determinaţi sînt capabili pentru expunerea respectivă, 
împărțindu-se valoarea dată de aparat cu cifra 4. 

Expunerea, precum şi prelucrarea clişeelor obținute este identică în 
toate cazurile, în afară de fotografia în infraroşu și în culori, unde este 
necesară o tehnică specială care va fi descrisă în capitolul respectiv. 


4.8.5. GROSISMENTUL MICROFOTOGRAFIEI 


Alegerea grosismentului este determinată de puterea de rezoluție şi 
de cîmp. 

Dacă dorim să reproducem o suprafață mare la un lgrosisment mic, 
se sacrifică o parte din puterea de rezoluţie ; dacă dimpotrivă, vrem să 
efectuăm lucări delicate asupra unor obiecte foarte mici, lucrăm cu gro- 
sismente maxime. 


Folosind formula dată mai sus | Cifotoe = G microscop X -5> în 
care T este lungimea în milimetrii a camerei fotografice, în cazul folosirii 


camerei fotografice Zeiss Standard sau a dispozitivului Miflex, vom 
avea valorile date în tabelul 3. 
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Tabelul 5 
Dispozitivul Miflex, vom avea valorile date în tabelul 3. 


* Mārire de 

Goh | ( toc | T | copiere G total 
40 X 8x 500 mm Ix 640 x 
40 x 15 N 270 mm Ix 640 x 
AU X 8x 125 mm +X 640 x 


Prima combinație este logică, iar a treia foarte peehea, permiţind 
utilizarea economică a aparatelor de format mic. : 
Emulsiile cele mai practice folosite în diferite categorii de lucrări 


sînt date în tabelul 4. 


Tabelul 4 
} 
Subiecte Emulsii 
Histologie, microfotografiu tebr ce Pancromâtice cu granulaţii fină şi 
contrast 
Entomologie Ortocromatice 
Botamcă Ortocromatice cu granulaţie fină 
Instantanee (microorganisme 11:) Pancromatice ultrarapide 


“În ce priveşte puterea de rezoluţie a diferitelor categorii de emulsii, 
dăm următoarele date : i . 


Materialul de reproducere . . . . . . . . . . circa 100 linii/'mm 
Filme pozitive. . soea i i 70 linii mm 
Filme cu granulaţie fină 10/10 DIN . a DD Ănii/mm 
Material negativ 16 — 17/10 DIN... .. . „a 55 linii mm 


În tabelele 23- -27 sînt reproduse saratan sticie materialelor foto- 

grafice Agfa, folosite în microfotografiere și alte date practice. 
4.8.6. PRACTICA MICROFOTOGRAFIERII 

Pentru obținerea unei microfotografii de bună calitate, trebuie ca 
pe lîngă condiţiile şi factorii amintiți în capitolele anterioare, să se acorde 
o atenție deosebită pregătirii preparatului microscopic. 

O microfotografie înregistrează toate defectele, inclusiv cele care 
scapă ochiului. 

Preparatul trebuie să fie foarte subțire, Lama va avea grosimea da 
0,8—1 mm, iar lamela va avea o grosime de 0,15—0,18 mm. 

— Alegerea sistemului optic se va face în funcție de subiect și de 
rezultatul dorit ; puterea de rezoluție, profunzimea sau cîmpul mare. 

— Pentru un preparat botanic secționat, de exemplu, se va ‘alege un 
obiectiv cu apertura mică, iar diafragma condensorului va fi deschisă 
puţin ; se va utiliza un ocular puternic. : 

— La fotografierea bacteriilor, obiectivul va fi cu imersie şi pre- 
zentînd o apertură mare, iar condensorul va fi puţin diafragmat. 
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— Pentru secţiuni și frotiuri de suprafață mare pe lame, sc vor 
folosi obiective speciale de cîmp plan, cu oculare adecvate. După con- 
diţiile în care se pot efectua microfotografiile, acestea se clasifică în : 

—- microfotografii în alb-negru ; ' Š 

— microfotografii în culori. ) 

Atît unele cit şi celelalte se execută în următoarele condiţii de 
iluminare : 

—— iluminarea obiectului prin transparenţă, în cazul studierii prepa- 
ratelor transparente (frotiuri microscopice, diverse secțiuni biologice etc.); 

-— iluminarea obiectului prin incidenţă în cazul studiedii corpurilor 
opace sau a structurii cristaline a materialelor. . 

Razele de lumină cad fie perpendicular pe suprafața de cercetare, 
»rintr-un sistem optic special al microscopului, fie oblic. 

În afara fotografierii preparatelor în cîmp luminat, prezentate antc- 
rior mai sînt cunoscute și alte metode speciale de microfotografiere, 
“um sînt : nicrofotografierea în câmp întunecat, microfotografierea prin 
rontrast de fază, microfotografierea în lumină polarizată, microjoto- 
«afierea în lumină fluorescentă (ultraviolet), microfotografierea în in- 
irarosu, microfotografierea în cazul luminii incidente. . 


4.8.7. MICROFOTOGRAFIA ÎN CÎMP ÎNTUNECAT (CU FOND NEGRU) 


Microfotografia în cîmp întunecat (sau cu fond negru) sc realizează 
la microscopul cu fond negru, care se deosebește de microscopul fotonic 
urin faptul că razele de lumină nu ajung direct în obiectiv, iar imaginea 
este creată numai de razele reflectate, refractate sau difractate. 

Principiul acestei metode de observare are la bază utilizarea unui 
fenomen cvidenţiat în mod curent în natură, fenomenul Tyndal. Această 
metodă a fost elaborată de savantul austriac R. ZIGMOND (Fig. 41). 


3 obiectiv 
obiectiv obiectiv 
, Taze luminoase 
preparat ri ir at preparat 
prepar 

— *— platină — Æ platina A 

condensator `J- oglindă concavă] condensator 

obişnuit 


d „| cu 
oglindă convexă | fond negru 


Sa SE, 


a 


pese aaa 
fa 


Fir. 41 — Schema microscopului fotonic (a) şi cu fond negru (b). 


Cînd dimensiunile particulelor scad sub 200 u, microscopul cu fond 
negru pune în evidență numai ceea ce în fizică se numeşte o imagine cu 
difracție, fâră nici o indicație asupra formei, măririi sau structurii 
obiectului. i 
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Prin această metodă pot fi puse în evidenţă particule ultramicro- 
scopice, mai mici faţă de capacitatea de separare a obiectivului care la 
microscopul fotonic nu pot fi observate. : 


Pentru a obţine o imagine corespunzătoare la microscopul cu cim” 
întunecat, trebuie să respectăm o serie de reguli, dintre care cele mai 
importante sint : ! - 

-— lichidul de imersie și preparatul nu trebuie să conțină bule de 
aer ; mediul obişnuit de includere este apa; 

-— lamele şi lamelele recomandate sînt cele cu grosimea de 0.8—1,? 
mm si respectiv 0,17 mm. Acestea trebuie să fie perfect curățate, deoarece 
orice particulă materială dispersează lumina ceea ce este nedorit, îngreu- 
nînd observarea ; 

— preparatele trebuie să fie folosite subțiri (unistratificate) ; 

— centrarea luminii să fie perfectă ; respectînd principiul lui Koler; 

— so utilizează în special obiectivele uscate pînă la apertura de 
0.85, iar dintre cele cu imersie numai cele speciale de 90 x şi 60 x, pre- 
văzute cu diafragma iris. ' 

Diafragma iris a obiectivului cu imersie ceste absolut necesară pen- 
tru obţinerea cîmpului întunecat, întrucît apertura normală a acestui 
obicctiv depăşeşte apertura conului de lumină a condensorului special 
de cîmp întunecat ; | 


— iluminarea preparatului se face în exclusivitate lateral și cit 
mai oblică, impiedicînd pătrunderea razelor luminoase direct în obiectiv. 
Acest lucru se realizează cu ajutorul unui condensor special numit car- 
flioid sau paraboloid, cu cîmp întunecat, ce elimină lumina transmisă, 
preparatul microscopic fiind iluminat numai de lumina oblică. De fapt 
acest tip deosebit de condensor constituie singura diferență structural ı 
dintre microscopul cu cîmp întunecat şi microscopul fotonic. 


Condensorul cardioid sau cu cîmp negru este alcătuit dintr-o oglindă 
convexă centrală, care dispersează fasciculul de raze paralele la două 
oglinzi concave laterale, care primesc razele luminoase dispersate de 
oglinda convexă şi le transmit la preparat luminîndu-l foarte oblic, fără 
ca Nici o rază să pătrundă direct în obiectiv. Ca urmare, în tubul micro- 
scopului și la ochiul observatorului ajung numai acele raze care sînt 
refractate sau difractate de particulele din cîmp al căror indice de refrac- 
ție este mai mare decit al mediului de imersie. Obiectele apar cu un con- 
tur strălucitor pe un fond întunecat cărora li se poate analiza forma și 
dimensiunea, dar nu și structura. 


La acest tip de microscop se pot ataşa sisteme de fotografiere utili- 
zate la microscopul fotonic, obţinînd imagini corespunzătoare (alb pe 
fond negru). ! 


Executarea examenului cu fond întunecat 


Fixăm un condensor cardioid sau paraboloid în manşonul de metal, 
înlocuind condensorul obișnuit. Se coboră puţin condensorul, apoi se 
punc o picătură de ulei de cedru pe lentila superioară a condensorului 
Sc aşază lama cu preparatul proaspăt, de pildă o picătură de apă cu 
colonii de Nostoc commune (cleiul pămîntului), o picătură dintr-o cultură 
bactoriană de leptospire, între lamă şi lamelă, după care se ridică con- 
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densorul încet pînă cînd picătura de ulci de cedru vine în contact cu 
faţa inferioară a lamei cu preparatul de examinat. Pentru a evita for- 
marea bulelor de aer este recomandabil să așezăm o picătură de ulci 
de cedru și pe faţa inferioară a lamei cu preparatul de examinat şi în 
acest fel prin ridicarea condensorului contopim cele două picături de ulei 
de cedru. 

Se pune la punct imaginea la început cu un obicctiv slab 3 x sau 
20 x. Dacă oglinda este bine orientată trebuie să se vadă în centrul cîm- 
pului o pată luminoasă. Această pată, care corespunde imaginci sursei, 
de lumină, trebuie să fie adusă cu ajutorul mișcărilor oglinzii în centrul 
cîmpului, iar prin ușoare mișcări pe verticalitate ale condensorului tre- 
buie micșorată la maximum. Dacă preparatul nu se găsește în planul 
orizontal, ci mai jos sau mai sus, pata luminoasă ia o formă inelară. 

Atunci cînd imaginea sursei de lumină este centrală și pusă la. 
punct corect se pune o picătură de ulei de cedru pe lamelă şi se exa- 
minează cu obiectivul de imersie. | 

Atragem în mod deosebit atenţia asupra faptului că toate conden- 
soarele de cîmp întunecat au un focar foarte scurt, de maximum 1,1 mm, 
astfel încît ele nu pot fi utilizate decît dacă lamelele de sticlă sînt foarte 
subţiri, grosimea maximă a'lamelei 0,8—1,2 mm. În ceea ce priveşte 
obiectivele care pot fi utilizate pentru examenul în cîmp întunecat, re- 
comandăm toate obiectivele uscate pînă la apertura de 0,85, iar pentru 
imersie obiectivele speciale 90 x cu diafragma iris şi 60 x (A=—0,1) cu 
diafragmă iris. 

Apoi după ce am examinat preparatul, avînd imagini clare în cimpul 
întunecat se atașează dispozitivul Miflex sau tubul intermediar cu apa- 
ratul Exacta Varex. Pentru obţinerea de microfotografii se folosește 
aceeași tehnică prezentată la microscopul optic (fotonic). 


I 


4.8 8. MICROFOTOGRAFIA ÎN CONTRAST DE FAZĂ 


În biologie, cele mai multe preparate: microscopice sînt atît de 
uniform transparente, încît structurile lor rămîn invizibile cu microscopul 
obișnuit, dacă nu le colorăm. , 


Microscopul cu contrast de fază permit studiul lor fărâ nici un 
artificiu de culoare. Întrucît fixarea prealabilă a preparatului, deci omo- 
rirea celulelor nu mai este necesară, se pot urmării direct, sub obiectivul 
microscopului procese vitale în desfășurare. 


În aceste cazuri, interpretarea imaginii trebuie făcută cu mult discer- 
nămînt întru-cît prin procedeul prin care se obține contrastul interve- 
nindu-se în focarul posterior al obiectivului, în locul unde se formează 
imaginile de difracție, se pot produce falsuri de imagini. 

in gencral, aceste falsuri se limitează la apariţia unui halou în jurul 
obicctelor, aşa numitul fenomen de inversiune, pete clare în interiorul 
unor obiccte care ar trebui să fie uniform întunecate. ı 

inînd seama însă de artefactele de structură care apar în urma 
fixării și colorării, sînt mai grosolane şi dăunează observaţiei corecte, 
iar importanța unui asemenea mijloc de investigaţie este evidentă. 
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Cu microscopul fotonic, structurile vizibile sînt perceptibile grație 
faptului că rețin atîta lumină încît dau naștere scăderii de intensitate 
luminoasă (contraste) suficiente pentru a fi percepute. 

Aceste scăderi de intensitate se datoresc de fapt, scăderii de ampli- 
tudine a vibrațiilor. \ 

Preparatele microscopice care dau asemenea imagini se numesc „pre- 
parate de amplitudine“. Acesta este cazul preparatelor microscopice tran- 
sparente, dar colorate. Preparatele de amplitudine, dau naştere în planul 
focal şi cel al imaginii unor serii de maxime şi minime luminoase, deci 
unor variaţii de intesitate luminoasă a căror distribuții în spaţiu co- 
respundc distribuţiei structurilor obiectului. \ 

În cazul preparatelor microscopice transparente și incolore. viteza de 
propagare a vibrațiilor luminoase este încetinită în medii mai dense cu 
indice de refracție mai mare, sau în porțiunile mai groase în raport cu 
porțiunile învecinate mai subțiri ale obiectului, amplitudinea ondula- 
tiilor rămînînd însă constantá. Se nasc astfel în planul focal și în planul 
imaginii, diferențe de fază a căror distribuţie în spaţiu corespunde distri- 
butici structurilor obiectului. 

Preparatele microscopice care întîrzie în anumite locuri mersul lu- 
minii, fără a provoca scăderi de intensitate luminoasă, se numesc „pre- 
parații de fază“. Atît ochiul cît și placa fotografică sînt insensibile față de 
diferențe de fază, percep numai diferențe de intensitate ; de aceea prepa- 
ratele de fază nu dau imagini vizibile. Întrebarea care se pune coste dacă 
variațiile de fază survenite în mersul razelor nu pot fi transformate în 
variații de intensitate luminoasă. În caz afirmativ, imaginea vizibilă a 
preparatului de fază ar deveni vizibilă. 

Problema a fost rezolvată în anul 1932 de fizicianul olandez F. ZER- 
NICKE. 

Vibraţiile care provin de la detaliile preparatului, mai refringente 
sau mai groase şi care sînt întîrziate în raport cu vibraţiile care provin 
din porțiunile înconjurătoare şi care constituie lumina directă, sînt pe de 
o parte descompuse vectorial în vibrații de aceeaşi fază şi amplitudine cu 
a luminii directe, iar pe de altă parte în vibrații care reprezintă lumina 
difractată şi care sînt întîrziate cu 1/4 din lungimea de undă. Pentru a 
putea acţiona este necesar să se separe, în focarul posterior al obiecti- 
vului, locul prin care trece lumina directă de locul prin care trece lu- 
“mina difractată. | 

Aceasta se realizează limitînd în dreptul diafragmei de apertură al 
condensorului şi deci și în focarul posterior al obiectivului, secțiunea 
fascicolului de luminare la un cerc cît mai îngust. Dacă acoperim acum 
restul suprafeței lentilei obiectivului, care se află în focarul posterior, 
cu un strat transparent dintr-o anumită substanță, de alt indice de refrac- 
tie decît al sticlei care are menirea să întîrzie razele ‘difractate cu încă 
1'4 din lungimea de undá, deci în total cu 1/2 vom aduce direcția vec- 
torilor reprezentînd aceste raze în opoziție cu direcția vectorilor, repre- 
zentînd razele directe. l 
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Prin interferenţă, în planul imaginii, amplitudinea razelor directe 
va fi micșorată în dreptul detaliilor mai refringente sau mai groase, care 


vor apare mai întunecate decît mediul înconjurător, devenind astfel vizi 
bile (Fig. 42). 
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Fag. 42 — Schita microscopului cu contrast de fiză: a — ampltudinet 
razelor directe ; b, c — direcţia razelor în mc oscopul cu contrast de fază 4 
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Pentru a mări contrastul, întrucît amplitudinea razelor directe în 
dreptul cercului prin care trec acestea din urmă, depunînd pe acest cerc un 
strat metalic absorbant, semitransparent. : 

În aceste condiţii, imaginea de fază este transformată într-o imagine 
de amplitudine cu contraste viguroase, detaliile obiectelor studiate deve- 
nind perfect vizibile, putind fi de asemenea înregistrate clar pe placa 
fotografică. , 

‘Punerea în funcţie a microscopului cu contrast de fază şi obţinercu 
unor microfotografii, comportă următorii timpi, sau etape: 

1. Obiectivele obișnuite ale microscopului optic se înlocuiesc cu 
obiectivele de contrast de fază. Acestea au pe montura lor marcate lite- 
rele F sau pH (phase). Dacă privim prin ele se vede plăcuţța inel a lui 
Zernicke ; 

2. Condensorul obişnuit se înlocuieşte cu condensorul cu revolver, 
destinat examenului cu contrast de fază. Revolverul se învîrteşte pina 
cînd numărul diafragmei inelare a condensorului corespunde cu numărul 
obiectivului întrebuințat : 4 f 


3. Preparatul de examinat se aşează pe platina microscopului iar 
tubul microscopului se coboară pînă la poziția de punere la punct. 


4. Se introduce în tubul microscopului în locul ocularului, o lunetă 
specială cu viză care se află în cutia microscopului ; aprindem lumina și 
dăm oglinzii poziția potrivită; privim prin lunetă, mișcînd segmentul 
ei superior pînă se văd clar, inelul luminos al diafragmei condensorului 
și inelul întunecos al marginii plăcuței de fază; 

5. Învîrtim vizele oblice ale condensorului pentru contrast de fază, 
pînă cînd cele două inele apar exact concentrice ; 


6. Înlocuim luneta specială printr-un ocular obișnuit. Punem la 
punct și examinăm ca de obicei. 


Microscopul cu contrast de fază poate fi folosit nu numai la exa- 
menul preparatelor necolorate, a celulelor vii din culturile de țesuturi 
sau cele microbiene, dar poate fi avantajos şi pentru examinarea prepa- 
ratelor slab colorate (rickettsii, treponeme). 

Microscopul cu contrast de fază permite observarea şi urmărirea în 
timp a celulelor vii. Pentru a obţine însă rezultate bune, sînt ngcesare 
anumite condiţii : celulele trebuiesc să fie examinate într-un dispozitiv 
de cultivare format din suprafețe perfect plane şi paralele, din sticlă de 
calitate superioară. Înălţimea camerei de cultură nu trebuie să depă- 
şească 4—5 mm. Mediul nutritiv va avea un indice de refracție cît mai 
apropiat de cel al citoplasmci, spre a evita sau reduce zona de strălucire 
care apare în jurul celulei, datorită diferenței de densitate dintre mediu: 
nutriiiv şi celulă. O metodă mai simplă este de a face culturile pe lame 
și tuburi, Barski sau în alte vase de cultură și de a aplica lamela cu faţa 
pe care sc află cultura în jos, pe o lamă pe care s-a depus o picătură de 
mediu ; prin această metodă însă cultura celulară nu poate fi observată 
în evolutie. 

La microscopul cu contrast de fază se atașează dispozitivele de mi- 
crofotograficre (tubul intermediar sau Miflexul) cu aparatul Exacta 
Warex, Practica, Exa ş.a., obţinînd diverse stadii clare ale culturilor de 
celule vii, sau celule slab colorate. . 
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Un procedeu de contrast de fază negativ a fost imaginat de WILSK.+. 
denumit MICROSCOPUL ANOPTRAL, în care imaginile apar clare pe 
un fond mai întunecat brun. Aici inelul absorbant are o transparenţa 
extrem de mică de numai 100%/p, ceea ce conferă metodei o sensibilitate 
foarte ridicată, putîndu-sc astfel decela detalii care diferă foarte puțin 
de mediul înconjurător ca indice de refracție sau grosime. 


O altă metodă de contrastare este cca care utilizează microscopi: 
cromoanoptrală, care spre deosebire de contrastul de fază clasic, dă în- 
același timp atit imagini negative cit şi pozitive prin simpla schimbare « 
punerii la punct cu viza micromotrică. În linii mari contrastul cromo- 
anoptral este un contrast de fază negativ combinat cu un contrast de 
defocalizare pozitiv colorat. Imaginile negative sînt mai luminoase decit 
cîmpul înconjurător care este galben iar imaginile pozitive sînt colorate 
în diferite culori vii în raport cu proprietăţile optice de refringenţă și 
grosime a obiectelor. 

Posibilitatea trecerii continue de la imaginile negative la cele pozi- 
tive colorate în cadrul aceluiaşi dispozitiv de microscopie, ușurează 
mult perceperea detaliilor extrem de fine iar apariţia simultană în 
cîmpul microscopului al imaginilor pozitive şi negative, a detaliilor 
situate în planuri diferite, determină apariţia unei imagini mai sintetice, 
viu şi nuanțat colorate a obiectelor studiate. 

l 
4.8.9. MICROFOTOGRAFIA ÎN LUMINĂ POLARIZATĂ 


Microscopul cu lumină polarizată permite efectuarea unor cercetări 
asupra structurii interne a materiei. În biologie s-au obținut date foarte 
prețioase despre constituenţii cloroplastelor, despre structutra cristalină 
a granulelor de amidon, a fusului mitotic, a proteinelor fibrilare ş.a. ; în 
mineralogie, el este folosit pentru determinarea compoziției rocilor şi a 
mineralelor metalifere, iar în chimie serveşte la analiza calitativă a unor 
infime cantităţi de substanţe. 

Microscopul cu lumină polarizată sau polarizant reprezintă o vari- 
antă a microscopului optic sau fotonic care în locul luminii normale ulti- 
lizează lumina polarizată (fig. 43). 

Lumina polarizată se deosebeşte de lumina normală prin faptul că 
vibraţiile sale se efectuează într-un singur plan, față de prima la care 
vibraţiile se propagă sub forma de unde transversale în toate direcţiile. 

Microscopul pe lumină polarizată realizează tocmai acest fenomen 
de polarizare a luminii datorită unor dispozitive de polarizare şi anali- 
zare a luminii cunoscute sub denumirea de polarizare sau nicoli. 

O primă prismă Nicol sau filtru polarizor, este plasată între sursa 
luminoasă şi obicctul care se studiază ; acesta este plasat pe o platină 
turnantă care permite rotirea 'ei şi odată cu ea şi a lamei port obiect. 

Al doilea polarizor, destinat să analizeze lumina după trecerea prin 
obicei, este așezat între obiectiv și ocular. Aceasta sec numește prisma 
analizator sau analizator (Nicol). Nicolii se obțin prin tăierea unui spat 
de Islanda, perpendicular pe direcția razei incidente,  relipind la loc 
suprafeţele cu balsam de Canada. Nicolii pot fi: a. încrucişuți — atunci 
cînd sînt așezați în lungul aceleiaşi axe optice, avînd secţiunile princi- 
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1 -7 Fig. 43 — Schema mı- 
croscopului polarızant : 
a. direcţia razelor lu- 
minoase intr-o substan- 
tă; b. acţiunea unei 
raze incidento asupra 
unui corp birefrigent ; 
c. polarizarea luminii 
prin prisma Nicol. 
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pale în două plane perpenediculare și b. paraleli, atunci cînd sînt așe- 
zați în lungul aceleiași axe optice, avînd secțiunile principale în același 
plan. 

La majoritatea microscoapelor polarizante moderne, nicolii sînt înlo- 
cuiți cu plăci din mase plastice conținînd compuşi organici cu proprie- 
tăţi optice speciale. Aceste plăci se numesc „polaroizi“ şi se comportă la 
fcl ca polarizoarele. i 

Principiul de functionare a microscopului polarizant este următorul : 

Razele luminoase  nepolarizate, pătrund în prisma Nicol, prin una 
din fețele sale ; ele sînt descompuse în două raze care vibrează în unghi 
drept una în raport cu cealaltă ; raza ordinală, care se supune legilor 
refracţici și suferă o reflexie totală și raza exrtraordinală, care este tran- 
smisă cu altă viteză și ale cărei vibrații se stabilesc în planul figurii. 

Lumina transmisă prin prisma Nicol este deci polarizată într-un 
singur plan. Dacă un al doilea Nicol este plasat în scrie cu primul şi 
într-o pozitie identică cu primul, lumina polarizată este transmisă. Prin 
rotirea analizatorului cu 90°, nicolii devin încrucişaţi, cîmpul vizual de- 
vine întrunecat. În această situaţie, dacă între cei doi riicoli se interpune 
un corp birefrigent (cristalizat), el devine strălucitor, ceca ce indică că 
cl a fost polarizat de lumina care-l traversează. Dacă se roteşte încă 
odată analizatorul cu 90”, cîmpul devine obscur. Unghiul de rotație al 
celei de a doua prisme, necesar pentru a restabili obscuritatea, măsoar! 
deviația planului de polarizare a luminii prin obiectul interpus. 

Rotind analizatorul cu 360° se trece de două ori printr-o poziţie în 
care planurile de polarizare ale celor doi nicoli sînt paralele (maximum 
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de claritate) şi de două ori în cruce, în unghiu drept (obscuritate abso- 
lută). Dacă nicolii sînt încrucișaţi formînd un unghi oarecare, cantitatea 
de lumină care trece prin analizator este cu atît mai mare cu cît unghiul 
format de cei doi nicoli este mai mic. 

Dacă un obiect transparent ceste examinat între nicolii încrucișaţi, 
cîmpul poate rămîne obscur sau se poate lumina mai mult sau mai puțin. 
În vazul în care cîmpul rămîne obscur în tot timpul unei rotații com- 
plete a platinei, corpul poate fi considerat ca monorefringent sau izotop. 

Dacă rotim obiectul în acelaşi plan „cîmpul se întunecă și se lumi- 
nează de patru ori, se poate trage concluzia cá obiectul deviază planul 
de polarizare al luminii şi că este birefringent sau anizotop. 

Obiectul examinat a modificat raza extraordinară ieşită din polari- 
zor şi a împărtit-o în două raze din care una provoacă în analizor o rază 
extraordinară care stabilește iluminarea. 

Pentru microfotografierea cu dispozitive la care se adaptează apa- 
rate fotografice de format mic, cel mai rentabil este aparatul cu analizor 


tubular. 

" Aparatele cu oglindă, tip Exacta Warex, fixare cu ajutorul unor 
tuburi intermediare permit fotografii exacte în unele cazuri cînd razele 
luminoase, uneori destul de slabe, nu sînt absorbite de geamul mat. 
Oglinda argintată pe suprafață nu acţionează, în acest caz, asupra feno- 
monelor de polarizare, astfel încît formatul dreptunghiular al camerei 
poate sta în orice poziţie față de direcţia de vibrație a analizatorului. 

La tubul universal Miflex, trebuie să se verifice existența efectului 
de polarizare, în cazul cînd în prospect nu se găsesc indicaţii. Tubul se 
mișcă circular față de direcţia de vibraţie a analizatorului. Dacă în acest 
caz fenomenele de polarizare se schimbă, eroarea cauzată de reflexie 
trebuie înlăturată în modul următor. Între nicolii încrucișaţi în poziţia 
de execuţie se plasează un obiect cu poziţiile de execuţie exact cunos- 
cute (obiect „etalor*). Se depărtează analizorul şi se roteşte camera fați 
de polarizor pînă cînd apare obscuritatea. 

Planul de vibraţie al analizorului, introdus din nou, este acum pa- 
ralel cu orizontala de pe suprafaţa reflectată. 

Numai pentru această poziţie, imaginea observată în luneta de pu- 
nere la punct este în concordanţă cu situaţia reală. 

Pentru microfotografierea în lumină polarizată, obiectivele apocro- 
maătice dau cele mai bune rezultate din cauza bunei lor corecţii croma- 
tice. Prin mâsurarea exactă a mărimilor caracteristice fenomenelor de 
polarizare, vom utiliza obiective acromatice. 

Obiectivele aprocromatice şi semiaprocromatice au elemente optice 
alcătuite din spatfluor, care prezintă  birefringență. Datorită gamei de 
culori destul de întinse care se obţin în cazul microscopici în lumină 
polarizată este bine să folosim material fotografic ortopâncromatic (tabe- 
lele 26—29), dacă nu preferăm să diminuăm contrastul prin folosirea 
luminii monocromate. Se recomandă o developare pentru granulaţie fină. 
Rezultate foarte bune se obțin folosind lampa cu impulsuri de lumină. 
În cazul studierii rocilor şi minereurilor, acestea se studiază în lumină 
polarizată, prin iluminarea incidentă, după ce s-a șlefuit foarte fin su- 
prafaţa de cercetat. 
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Examinarea  metalograficâă în lumina obișnuită, după pregătirea 
suprafeței obișnuite a metalului de studiat, poate fi completată și prin 
studicrea în lumină polarizată. 

Cînd sc fotografiază suprafeţe șlefuite folosind dispozitivul Miflex, 
sau tuburile intermediare nu va da întotdeauna rezultate bune. Se va 
prefera utilizarca camerelor fotografice verticale cu burduf (tip Zeiss- 
Standard). 

+ La cercetarea preparatelor biologice trebuie să se acorde multă aten- 
tie modului de pregătire al acestora. 

Deparafinarea preparatelor trebuie să fie foarte îngrijită. 

Rămiînerea unor urme de parafină la nivelul membranelor nucleare 
și hematiilor, dau fenomene de birefringenţă supărătoare. 

În anumite structuri de fibre, direcțiile în care indicii de refracție 
pentru vibraţiile paralele cu această axă este mai mare decît acel al 
vibrațiilor perpendiculare pe ea, birefringenţa fiind pozitivă. 

La nucleoproteine, indicele de refracție pentru vibraţiile paralele cu 
lungimea axului este mai mic decît acel pentru vibraţiile perpendiculare. 
În acest caz avem de a face cu o birefringenţă negativă. 


Cînd se studiază un preparat biologic, semnul negativ sau pozitiv al 
birefringenţei se poate determina cu o lamă de gips care se plasează în- 
tr-o fantă, în corpul microscopului sub:analizor. Această lamă este un 
obiect birefringent care dă așa-numitul „roșu de prim ordin“, acest efect 
sc obține datorită întîrzierii cunoscute a razelor luminoase, pe carc o 
provoacă accastă lamă. ; 

Atunci cînd nicolii sînt încrucișaţi, placa de roşu „de prim ordin‘ 
dă un „cîmp roşu“ pentru că provoacă o întîrziere de o lungime de undă 
pentru a lumina A = 551 mu (galbenă-verde). De pildă, dacă un prepa- 
rat de birefringență pozitivă (de exemplu fibre musculare) este așezat pe 
platina microscopului și orientat la 45° în raport cu planele de polari- 
zarc, fibra apare albastrá în cîmp roşu. Dacă fibra este orientată la 90” 
faţă de această poziţie, ea va apare galbenă sau portocalie. Semnul bire- 
fringenței poate fi deci dedus din culoarea obiectului, atwaci cînd se fo-- 
losește placa de gips care dă roșul de prim ordin. 

Cînd sc trece la microfotografiere, trebuie să se ţină seama de toate 
impurităţile şi defectele dispozitivului microscopic, situate în apropierea 
diafragmei cîmpului vizual și a cîmpului de iluminare, care dau erori 
nedorite şi imagini false. 

De aceca trebuie să verificăm curăţenia  ocularului şi a filtrelor. 
Curăţirea ocularului o putem verifica prin rotirea lui în jurul axei. De- 
plasarea punctelor și impurităților, odată cu rotirea, ne indică existența 
urmelor de praf. l 

Cînd folosim lumina polarizată, vom avea grijă ca polarizorul să fie 
intercalat între geamul mat şi lentilele condensorului. În caz de inver- 
sare, geamul mat produce depolarizarea luminii. 

I 


4.8.10, MICROFOTOGRAFIA ÎN LUMINĂ FLUORESCENTĂ 
Microscopia fluorescentă ocupă un loc important în studiile de mi- 


crobiologie şi citohistologie. Ea se bazează pe proprietatea pe care o au 
o seric de substanțe de a deveni luminoase (luminiscente) în cazul în 
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care sînt traversate de un flux de raze invizibile, cu lungimea de undâ 
scurtă (violete, ultraviolete, rântgen etc.). 

La început se observa doar fluorescența proprie, la raze ultra violete 
a anumitor ţesuturi vegetale și animale, precum și a anumitor substanțe 
importante din punct de vedere tehnic. 

În anul 1929, C. ZEISS a construit împreună cu ELLINGER.un mi- ` 
croscop cu fluorescenţă intravital care servea la observarea proceselor 
fiziologice la animalele de experienţă vii. În organele ce trebuiau obser- 
vate se injectau lichide fluorescente. Aceste metode au fost folosite și la 
colorarea preparatelor histologice pentru studiul în ultraviolet. 

În anul 1931, HEISSINGER, introduce termenul de fluorocromizare 
adică de impregnare a preparatelor cu produse fluorescente. 

Dintre fluorocromii mai des utilizaţi menţionăm : acridina-galbenă, 
acridina-orange, auramina, triptoflavin, rhodamina 3 C, galben dc tiazol 
G, sulfat de berberină, primulină, fluoresceină, uranină, fuxină acidă ş.a. 

Aceste substanțe se aplică în soluţii foarte puternice (pînă la 10%) 
si trebuie păstrate în sticle brune la întuneric. Cei mai buni fluorocromi 
s-au dovedit a fi substanțele naturale ca : clorofila, berberina, chinina ş.a. 

Ca și ceilalţi coloranţi fluorocromici se fixează selectiv pe diverse 
structuri celulare faţă de care au afinitate. Astfel, galbenul de tiazol C, 
colorează citoplasma, iar sulfatul de berberină nucleii, ş.a.m.d. Acești 
coloranţi, sub acțiunea radiațiilor ultraviolete devin fluorescențţi, eviden- 
¿lind structurile pe care le fixează. Ca exemplu, putem da lignina, care 
„n prezența orangelui de acrıdin, manifestă o fluorescentă secundară, 
rosie. Se observă imagini policrome deoarece diferite celule a unui țesut 
sau constituenții acelciaşi celule se comportă selectiv față de fluorocrom, 
ceea ce permite studiul lor. : 

Prin urmare, preparatele la microscopul cu sfluorescență apar lumi- 
niscente pe un fond întunecat. Montarea preparatelor trebuie făcută în 
medii nefluorescente cum sînt : glicerina, uleiul de parafină, metacrila- 
tul de izobutil, alcooli polivinilici sau soluţie fiziologică. 

Microscopia prin fluorescenţă se folosește în paleontologie, petro- 
grafie, mineralogie, chimie, criminalistică şi mai ales în microbiologie, 
unde se utilizează două procedee interesante și anume: a. anticorpii 
fluorescenti şi b. fluorescența bicromă. 

Tehnica anticorpilor  fluorescenţi a fost introdusă în ştiinţă de 
COONSE (1950) şi constă în fixarea de către antigenul existent în dife- 
ritele componente celulare a anticorpilor omologi  conjugați cu o sub- 
stanță care este fluorescentă în lumina ultravioletă. 


Fluorescența bicromă — se foloseşte în tratarea celulelor cu sub- 
stante fluorescente. care au capacitatea de a transforma lumina razelor 
ultraviolete în fluorescență bicromă, în funcţie de substratul chimic din 
celulă. 


Fluorocromul cel mai des folosit este colorantul acridin orange, care 
cvidentiază acidul ribonucleic din citoplasmă și din nucleol prin lumina 
fluore-centă de culoare roză — cărămizie, iar acidul  dezoxiribonucleic 
din nucleu prin lumina fluorescentă galbenă-verzuie. 


Pentru a putea efectua cercetări şi executa microfotografii în lumină 
ultravioletă, vom avea nevoie de : 
— o sursă de lumină puternică ; 
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— filtre de separare ; 

— un microscop cu sistem optic bine ales; 

— cunoașterea tehnicii preparării materialelor care se studiază în 
ultraviolet, aplicînd  coloranţii specifici în domeniul de cercetare res- 
pectiv ; 

— un dispozitiv de microfotografiere echipat cu filme sau plăci. 
avînd emulsia cea mai potrivită pentru fotografierea în ultraviolet. 

i Sursa de lumină 

Ca sursă de lumină poate fi folosită o lamă de cuarț cu vapori @e 
mercur sau o lampă cu arc voltaic. 

Radiațiile cele mai potrivite pentru producerea fluorescenței se gă- 
sesc la extremitatea spectrului vizibil în albastrul extrem şi la începutui 
spectrului invizibil, în ultraviolet apropiat. Este necesar să alegem o 
sursă de lumină extrem de puternică, întrucît filtrele folosite absorb 
lumina, iar radiaţiile ce străbat pînă la preparat trebuie să fie suficien! 
de puternice, pentru a produce fluorescența. 

Un dispozitiv practic pentru studiul și microfotografierea în ultra- 
violet este dispozitivul cu fluorescență produs de întreprinderea Carl 
Zeiss Jena (fig. 44). Întregul aparat are ca suport un banc de șină, pe 
care sînt instalate sursele de lumină cu dispozitive anexe si locul A 


Fog. 44 — Aparatul de luminiscenţă C. Zeiss Jena: 1 arc de cărbune de 10 A 
sau 6 A; 2. partea posterioară a colectorului ; 3. cuvă pentru soluția de sulfat 
de cupru; d. diafragma cîmpului de lumină: b. partea anterioară a colecto- 


rului ; 6. filtru albastru; 7. filtru ultraviolet; 8. oghnda microscopului; 9 

sticlă de uran pentru centiarea luminii: 10. condensori; Îl. ocular; 12. tub 

ocular ; 13. filtru de blocare a ocularulu, 14. placa de lemn; !5. suportul 
de lemn. 


poate fi fixat microscopul. Lumina este dată de un arc voltaic format 
între doi cărbuni ce sînt menţinuţi la o distanţă constantă în timpul 
funcţionării, pentru a da lumină constantă, lucru realizat prin dispozi- 
tivul de orologerie ce acționează cu oei doi cărbuni. 

Urmează apoi un colector, diafragma cîmpului luminos, o cuvă îi 
filtrele de lumină. Cuva este umplută cu o soluţie de 1—39/, sulfat de 
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cupru, soluţie care joacă rol de filtru. Soluţia oprește trecerea radiaţiilor 
roşii și infraroşii, împiedicînd o supraîncălzire a filtrelor sensibile la 
căldură, precum și o eventuală alterare a preparatului. Concentrația va 
fi cea mai potrivită în cazul în care obiectul va apare luminos pe un fond 
cît mai întunecat. Soluţia de sulfat de cupru, trebuie din cînd în cînd 
improspătată. Filtrele de selecţie a razelor sînt constituite din două filtre 
transparente pentru ultraviolet (Schott U. G. 1) de 3,5 şi 1,5 mmşi 
două filtre albastre (Schott B.G. 3) de 4 şi 2 mm grosime. 

Pentru studiul în ultraviolet poate fi folosit orice microscop. Nu 
este necesar ca microscopul să aibă sistemul optic din cuarț, pentru că 
lumina fluorescentă ce ia naștere în preparat aparţine spectrului vizibil. 

Se întimplă însă că de multe ori sticla din care sînt făcute lentilele 
obiectivelor apocromatice să prezinte o fluorescență proprie, astfel că 
imaginea obținută este denaturată. 

Folosirea lamelelor construite dintr-o sticlă ce oprește razele ultra- 


violete, îndepărtează acest fenomen supărător. 

În afară de filtre de lumină, mai sint folosite filtre de blocare, care 
sînt așezate pe ocular. Aceste filtre împiedică trecerea luminii ultra- 
violete sau albastre care a pătruns prin preparat și nu s-a transformat 
in lumină de fluorescentă, putînd stînjeni observarea. Pentru observările 
în ultraviolet se foloseşte, ca filtru de blocare, o sticlă galben-deschisă, 
care oprește complet razele ultraviolete, fiind însă transparentă mai ale» 
pentru regiunca de spectru dintre ultraviolet şi albastru. 

Pentru observările în albastru este nevoie de un filtru galben-por- 
tocaliu carc'trebuie să oprească și lumina albastră. Întrucît acest filtru 
arc o fluorescentă proprig, montarea filtrelor este astfel construită, încit 
filtrul galben se poate monta peste cel albastru. Deci, combinarea filtre- 


lor se va face după tabelul 5. | 


EREI OR EN Ain Tabelul 5 
Felul excitație Filtru de lumină Filtru de blocare 
Lumină albastră i B.G. 3 i OG. 1 sau G.G. 9 + 
| i OG.1 
Raze ultraviolete Í UG. 1 sau U.G. 2? : GG. 9 


Preparatele vor fi aşezate pe o lamá de sticlă obişnuită, care se va 
verifica înainte, pentru a se stabili dacă nu prezintă o fluorescență pro- 
prie. Nu se va folosi un mediu de montare fluorescentă. 

Pentru efectuarea lucrărilor în ultraviolet nu este indicată folosirea 
balsamului de Canada şi a uleiului de cedru. Se pot utiliza glicerina, 
acetatul de potasiu siropos uleiul de parafină, salicilatul de metil ete 

Ca mediu de montare, Hecissinger, propune următoarea reţetă : 


Gumă arabică albă . . . . . . . .10 gr 
Glicerină . . co e n e si i 5 em? 
Clorat hidrat . . a e e e e ae PE 
Apă distilată . . . , . . . . . e - 10 cm? 


Se pot efectua montări definitv în metacrilat izobutilic sau în alcooli 
polivinilici. 

Fixatorii preparatului nu vor avea săruri de metale grele care in- 
hibă sau micșorează fenomenele de fluorescenţă. 

Parafina are o fluorescență proprie, deci secţiunile în parafină vor 
fi bine deparafinate. 


4.8.11. DISPOZITIVELE PENTRU MICROFOTOGRAFICRE 


Cele mai bune rezultate se obţin cu ajutorul tubului Miflex, întruciîi 
acesta oferă posibilităţi comode şi precise de reglare. La folosirea camc- 
relor Standard verticale, utilizarea plăcilor de 6,5 X 9 cm necesită un 
timp de expunere de 6,5 ori mai mare, iar la Miflex, în cazul folosirii 
. plăcilor de aceleași dimensiuni timpul de expunere va fi de trei ori mai 
marc. 

Expunerea se efectuează în încăperi complet întunecate, întrucît 
celelalte surse de lumină existente în încăpere generează lumină para- 
zită. Timpul de expunere se determină tot prin expuneri succesive, por- 
nind de la timpul minim de expunere, care este produsul dintre timpul 
minim de expunere în fotografia la lumină albă și factorul de expunere 
(în cazul plăcilor fotografice). 

Compoziția cromatică a imaginilor obţinute prin fluorescenţă nu 
permite decit folosirea filmelor pancromatice, iar intensitatea scăzută ^ 
luminii rezultată, necesită filme cu sensibilitate ridicată. Filmele cu sen- 
sibilitate ridicată au însă o granulaţie mare, lucru nepermis în microfo- 
tografiere. Rezultate optime se obţin cu Isopan FF, Isopan F şi Super- 
pan, developînd în soluţie Rodinal Agfa cu concentraţia 1 : 40, timp de 
8, 10 si respectiv 12 minute. 

În literatura de specialitate se ridică o metodă practică de sensibi- 
lizare a plăcilor fotografice pînă la 0,1 œ. Plăcile se introduc citeva mi- 
nute într-o baie cu dihidrocholidină. Emulsia se acoperă cu un strat de 
microcristale, care sub acţiunea razelor ultraviolete devin puternic fluo- 
rescente, impresionînd astfel emulsia. Înainte de developare, placa este 
trecută printr-o baic de acetonă care îndepârtează microcristalele. 

În cazul fotografierii obiectelor slab luminate și mobile, vom folosi 
metoda subexpunerii și a developării îndelungate. 


La o expunere de 3—4 ori mai scurtă, corespunde o developare de 
2 ore în soluţie Rodinal 'Agfa, 1 : 40, la temperatura de 18°C. 

Prin respectarea condiţiilor de lucru, arătate mai sus, vom obţine 
microfotografii din punct de vedere ştiinţific. 


4.8.12. MICROFOTOGRAFIA IN INFRAROŞU 


Razele vizibile ale luminii sînt cuprinse între 400 mu și 760 mu, 
iar radiaţiile infraroșii invizibile pentru ochiul uman se întind de la 
760 la 3000 mu. 


În cercetările de microscopie interesează radiațiile  infraroşii din 
jurul a 1000 mẹ ; între 1000 şi 2000 my se găsesc radiaţiile infraroşii de 
uscare, utilizate în industrie. 

Radiațiile infraroşii, invizibile pentru ochiul uman nu şi-au găsit 
aplicaţii practice decît în momentul în care VOGEL a descoperit princi- 
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piile sensibilizării plăcilor fotografice la radiaţiile infraroșii, cu ajutorul 
coloranților. 

La începutul secolului al XX-lea s-au descoperit  criptocianinelc, 
iar ulterior neocianinele, tricarbocianinele etc., care au permis înrcgis- 
trarea radiaţiilor infraroșşii pînă aproape de 1300 mu. 

Pe măsura perfecţionării şi înregistrării imaginilor în infraroşu, pe 
plăcile fotografice s-au extins şi în domeniul invizibilului. S-a .folosit cu 
succes microfotografia în infraroșu în următoarele cazuri : 

examinarea prin reflexie a suprafețelor ce reflectă radiaţii 
infraroșii ; 

— examinarea corpurilor opace pentru lumina vizibilă şi transpa- 
rente pentru radiațiile infraroşii ; ! 

— examinarea în lumină infraroşie- polarizată a dicroismului sau a 
birefringenţei unor substanțe opace în lumină vizibilă ; 

—- examinarea prin contrast de fază a multor detalii interne ale 
obiectelor opace în lumină vizibilă, însă transparente pentru radiaţii 
infraroșii. 

În cercetările metalografice, „talia infraroşii dau bune rezultate 
la studiul capacităţii de reflexie a diferitelor structuri metalice. 

În biologie, examenul țesuturilor vegetale și animale, opace pentru 
lumina vizbilă, în lumina infraroşie dă rezultate bune. De exemplu, pen- 
tru examinarea țesuturilor vegetale în infraroșu, se pot descoperi dife- 
rite boli criptogamice. Chitina insectelor fiind perfect transparentă "prin 
microfotografiere în infraroșu, se pot observa aspectele fiziologice ale 
organelor interne, la insectele vii. 

Ca sursă de radiaţii infraroşii se poate folosi orice lampă cu incan- 
descenţă fără nici o modificare, deoarece ea produce o cantitate sufi- 
cientă de radiaţii, chiar mai mare decît radiaţiile vizibile. Lămpile cu 
arc, lămpile cu vapori de mercur, tuburile cu descărcări în gaze și lăm- 
pile cu filament dau rezultate bune. 

În microfotografie, însă, lămpile cu filament din tungsten dau rezul- 
tate dintre cele mai bune. 

În ceca ce privește sistemul optic al microscopului, obiectivele apo- 
cromatice permit efectuarea deplasării la maximum a corecţiei obiecti- 
vului către lungimi mari de undă. Orice microscop, dotat cu filtru de 
selecție pentru raze infraroşii cu plăci speciale, poate fi folosit fără altă 
modificare pentru fotografierea în infraroșu. 

Condiţiile de lucru, materialul fotografic şi prelucrarea materialului 
sînt însă diferite față de fotografia normală. 

Ca materiale fotografice cu emulsia sensibilizată în infraroșu, avem 
plăcile şi filmele Agfa, cu următoarele caracteristici (tabelul 10). 

Ca putere de rezoluţie, plâcile „Harti şi filmul au posibilitatea de 
a separa 60—65 linii pe milimetru. Plăcile „Rapid“ au o putere de rezo- 
luţie de 40—45 linii pe milimetru. 

Materialele sensibile la raze infraroşii se vor păstra în frigider (cînd 
sensibilitatea este mai mică, de 900 mu) sau în zăpadă carbonică (atunci 
cînd sensibilitatea este mai mare de 900 mu). 


Noile materiale produse de firma Agfa sînt mai puţin pretenţioase 
la păstrare. Astfel, plăcile „Hart“ şi filmul pot fi conservate timp de 6 
luni. La plăcile Infrarot Rapid 850, durata de conservare este de 5 luni. 
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Tabelul 6 


Denumirea materialului Domeniul rA nsibilizare SERA pa 
Infrarot 700 Hart 600—740 , 720 
Re 750 Hart - 690—770 750 
Ss 800 Hart 750—880 840 
A 850 Hart 640—760 860 
E 700 Rapid 710 
x 750 Rapid 730—790 770 
5 800 Rapid 740—850 820 
i 850 Rapid 750—870 850 
š 950 Rapid — 950 
3 1050 Rapid — 1050 
Film Agfa Infrarapid — 760 


750 de 33 mm 


La plăcile 1050 limita de conservare este de 15 luni. Acestea din urmă 
se vor păstra la 0°C, iar primele tipuri se pot păstra la maximum 18°C, 
umiditatea relativă în frigider trebuind să fie de 50—600/0. 

Încărcarea casetelor se va face în mod normal iar la expunere se va 
face întuneric deplin în încăpere. 

La preparat și în obiectiv nu va ct sabia decît lumina filtrată 
Lumina dată de sursa luminoasă va trebui astfel triată de către filtre, 
încît la preparat să nu ajungă decît radiaţiile a căror lungime de undă 
ne interesează. Filtrele care trebuiesc intercalate între sursa luminoasă 
şi preparat, produse de firmele Agfa şi Jena, sînt date în tabelele 7 și 8. 


Tabelul 7 
Filtre AGFA 
ia e , Transparenţa pt. raze 
Indicativ Culoarea infraroșii la my 

42 Roşu 600 
, 80 Roșu deschis 580 
81 Roşu 600 
82 Roşu inchis 630 
83 Negru a 710 
84 Negru 730 
85 Negru 820 
587 Negru 830 
589 Negru 870 


Tabelul 8 
Filtre Jena 


Transparenţe pr. raze 


Indicativ Culoarea infraroşii la mu 
RG 1 Roşu deschis 600 

RG 2 Roşu 610 

RG 5 Roşu închis 660 

RG 7 Roşu intens 850 

RG 8 Roşu foarte închis 680 

RG 9 Roşu intens 720 

RG 10 Roşu intens ; 750 

UG 8 Roşu intens 900 


Nu se pot utiliza filtrele în mod întîmplător. Ele se vor alege în 
funcție de sensibilitatea emulsiei plăcii pe care o folosim. De exemplu, 
plăcile Agfa pentru 800 my au o sensibilitate variind nître 700—855mu. 
Razele sub 700 mu trebuiesc oprite. Vom folosi de exemplu, filtrul 
Agta 85. Dacă vom folosi un filtru absorbant al radiaţiilor pînă la 870 
mu (de exemplu Agfa 589), oricît am prelungi expunerea, emulsia nu 
va fi impresionată, întrucît nu ceste sensibilă la radiaţiile a căror lun- 
gime de undă este filtrată de acest filtru. Este bine ca fotografierea să 
se facă tot sub formă de expunere succesivă. Timpul de expunere va 
fi însă foarte lung, în raport cu filtrele folosite. 

Vom prezenta mai jos tabelele de expunere în funcţie de sensibi- 
litatea emulsiilor şi de filtrele utilizate, considerînd cifra ca o valoare 
medie pentru timpul de expunere în cazul respectiv. Timpul de ex- 
punere este calculat pentru cazul folosirii unei lămpi nitrafot. Cifrele 
sînt exprimate în secunde (tabelele 9 şi 10). 


Tabelul 9 
Plăci Rapid 
Sensibilitatea în mp | Plăci | Plăci: | Plăci | Plăci | Film 
700 730 850 800 750 
Indicativul 
filtrului Timpul de expunere, s 
Agfa—42 10 20 20 50 4 
Agfa—80 10 20 20 50 4 
Agfa—81 10 20 20 50 4 
Agfa—82 10 20 20 50 4 
Agfa—83 — 30 30 50 10 
Agfa—84 . — 30 20 40 10 
Agfa—85 — — — 200 — 
Schott RG 1 8 12 12 30 4 
Schott RG 2 8 12 12 30 4 
Schott RG 5 8 12 12 30 4 
Schott RG 8 8 12 12 30 4 
Schott RG 9 — | 12 12 | 30 | 8 
Schott RG 10 — — 20 50 16 
Tabelul 10 
Plăcile Hart 
PS Sensibilitate în mu | păci | plăci | Plăci | Plăci 
700 750 800 850 


Indicatorul filtrului Timpul de expunere, s 


Agfa—42 10 20 | 20 50 
Agfa—80 10 20 20 50 
Agfa—81 10 20 20 50 
Agfa—82 10 20 20 50 
Agfa—83 — 20 20 50 
Agfla—84 — 20 20 50 
Agfa—85 — — — 200 
Schott RG 1 12 16 16 40 
Schott RG 2 12 16 16 40 
Schott RG 3 12 16 16 40 
Schott RG 5 12 16 16 40 
Schott RG 8 12 16 16 40 
Schott RG 9 — 16 16 40 

hott RG 10 — — 24 60 


În laboratorul de developare, lumina în care se developează mate- 
rialul fotografic sensibil la radiaţii infraroșii, trebuie de asemenea să 
îndeplinească condiții speciale. 

Este bine ca şi aceste date să fie transpuse sub formă de tabel 
(tabelul 11). 


Material 


Agfa 

Plăci 700—750 108 
Verde închis 

Plăci 800 108 


Film infrarapid 


750 Verde închis 
Plăci 850—950 114 
Plăci 1050 Verde deschis ' 


Film protecţie 


Puterea lămpii 
şi distanța 


Tabelul 11 


Iluminarea 


directă 


indirectă 


Jampă foarte 


slabă 
75 cm 


directă 


În cazul prelucrării filmelor și plăcilor cu emulsie sensibilă la lumi- 
nă infraroşie, developarea se face tot în revelatori speciali. 

Din punct de vedere al timpului de developare şi al contrastului 
obţinut, putem să clasificăm revelatorii astfel (vezi tabelul 12). 


| 


Tabelul 12 


Developanți Tımp de developare Contrast 
puternic 
Agfa Metol hidrochinon 4— 5 minute 
sol. 1:5 
Agfa 1 4— 5 minute puternic 
Agfa final 8—10 minute normal 
Agfa Rodinal 1:20 5— 6 minute normal 
Agfa Rodinal 1:40 9—10 minute slab 
Agfa Atomal F 8—10 minute slab 
Agfa 12 12—15 minute slab 
Agfa 14 15—18 minute slab 
Agfa 15 8—10 minute l 
Retetele date în tabelă sînt următoarele : 
t Lă 
Agfa 1 
Apă . 700 cm? 
Metol sok ial Og 
Sulfit de ega saidin . 40 gr( 80 gr. cristalizat) 
Hidrochinoză 6 gr 
Carbonat de potasi 40 gr 
Bromură de potasiu 2 gr 


Se completeaza cu apă pînă la 1 litru. 
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Agfa 8 


Se recomandă laf developarea plăcilor 950 şi 1050 
Apă ; ela a . . - 750 cm? 3 
Sulfit de sodiu anhidru - . . a + 12,5 gr (25 gr. cristale) 
Glicină : e cade Daia 20 ode e Gans DIE 
Carbonat de potasiu ae e a wi e de 20 DE 

Se completează cu apă pînă la 1 fitru. 

Agfa 12 

Apă. . I e a a a tate du a aa e i ua a0 ems 
Metol . . pote mu aie te iB ET 
Sulfit de sodiu anhidru . . . . .„ „6 gr (12 gr. cristale) 
Carbonat de sodiu anhidru . . . . . 6 gr (16,2 gr. cristale) 
Bromură de potasiu . . ©... 20E 


Cu ajutorul acestui revelator se abide o granulaţie foarte fină. Nu 
se poate [i folosit la copiile pozitive. 


Agfa 14 
ADA mm ea A ee dac 2 o d va a . 750 cm3 
Metol . . a d de mc Să „45 gr 
Sulfit de sodiu anhidru .... „85 gr (170 gr. sristale) 
Carbonat de sodiu anhidru . . . . . . 1 gr (2,7 gr cristale) 
Bromură de potasiu . . SI E 
Se completează cu apă pînă la 1 litru. 
Agfa 15 
Apă . Ac ay ed "a ret ei ina a 2 m. aie fai a a 750 e 
Metol . . ai OD fe ile. dă „8 gr 
Sulfit de sodiu. anhidru ..... 125 gr (250 gr. sristale) 
Carbonat de sodiu anhidru . . . . . 12 gr. (32,4 gr. cristale) 
Bromură de potasiu . . . ©... O ABE 


Se completează cu apă pînă la 1 litru, 

Operatiile de fixarc, spălare și uscare sînt identice cu cele de la 
fotografia normală. 

Suprasensibilizarea 


Există posibilitatea ca plăcilor fotografice să li se mărească în mod 
accentuat sensibilitatea. Se cunosc două metode de suprasensibilizare, 
pe cale umedă şi pe cale uscată. 


a. Suprasensibilizarea-pe cale umedă 
Se prepară următoarea baie : 


Apă distilată . „aa 1000 cm? 
Carbonat de sodiu cristalizat îi aie: w ae ca pie GU pT 
Soluţie de amoniac concentrată . . . . . 80 gr 


Se poate dilua 1:40 cu apă distilată de la gheață. Plăcile se țin 
10 minute în această baie, la temperatura de 10—12*C, apoi se clătesc 
de cîteva ori cu alcool metilic. Uscarea se face la un ventilator, timp 
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de 10—15 minute. Ventilatorul nu trebuie să producă scîntei în timpul 
funcţionării. Operația se face în întuneric complet. La plăcile cu sen- 
sibilitatea de 700—850 mu se va obţine o mărire a sensibilităţii cu 
20—40 unităţi, iar la plăcile pentru 950—1050 mu o mărire cu 80 uni- 
tăţi. Se recomandă ca această metodă să se folosească pentru plăcile 
expirate. , 


b. Suprasensibilizarea uscată 


Aceasta ceste o metodă mai comodă. 

Într-un exicator se introduce o sticlă de ceas cu cîteva picături de 
mercur. Plăcile împachetate în hîrtie neagră se introduc astfel încît 
vaporii de mercur să acționeze în mod omogen pe întreaga suprafață 
a emulsici. Exicatorul se acoperă în mod etanș cu capacul său. 

Vaporii de mercur trec prin porozităţile hîrtiei, acţionînd asupra 
emulsici. Pachetele cu plăci se ţin în exicator circa 2—3 zile, la tem- 
peratura camerei. 


Suprasensibilizarea are aceeaşi valoare ca și cea realizată pe cale 
umedă. 


4.8.13. MICROFOTOGRAFIA ÎN CAZUL LUMINII INCIDENTE 


Iluminarea incidentă se foloseşte în microscopie în cazul cercetării 
obiectelor opace, cu suprafeţe netede, omogene. Cu ajutorul acestui sis- 
tem se studiază suprafeţele combustibililor solizi, se cercetează struc- 
tura microcristalină a aliajelor şi metalelor. 

Studiul se efectuează cu ajutorul unor microscoape de o construc- 
ție specială, ca de exemplu, microscopul Zeiss Lug sau Epignost. 

Tot din aceiași categorie fac parte microscoapele metalografice Leitz, 
„Zeiss şi Reichert, care sînt prevăzute cu camere fotografice cu plăci 
avînd formatul 9 X 12 sau 13 X 18 cm. 

Majoritatea acestor microscoape nu au nevoie de un grosiment 
mare (de exemplu microscoapele metalografice), în schimb au nevoie 
de un cîmp mare. 

În aproape toate cercetările microscopice de acest fel, obiectele 
de cercetat nu vor fi acoperite cu lamelă. 


Expunerea și prelucrarea fotografiilor se efectuează conform regu- 
lilor de la fotografia prin transparenţă. 

Efecte plastice foarte utile se obţin în cazul microfotografierii com- 
binate cu iluminare prin transparenţă şi prin incidenţă. 

Agest gen de iluminare combinată este folosit la studiul obiectelor 
constituite din partciule în parte opace, în parte transparente pentru 
lumină, ca de exemplu, fibre textile, pulberi, microcristale etc. 


` 


5. TEHNICA EXECUTĂRII DESENELOR 


Posibilităţile de redare a imaginii obținute prin analiza unor struc- 
turi biologice la microscop sînt azi variate. Cele mai indicate, pentru 
fidelitatea lor, sînt proiecţiile şi microfotografiile. Cu toate acestea 
adesea sintem nevoiţi să apelăm și la desen, ochiul uman avind o mat 
mare acuitate și profunzime comparativ cu cea a filmului sau hirtiei 
fotografice. Ochiul uman poate percepe și reda detalii pe care aparatul 
fotografic nu le sesizează. Ca atare desenul rămîne încă o metodă utilă 
în procesul instructiv, ca şi în domeniul cercetării. 

Desenul imaginii percepute prin analiza microscopică a unor pre- 
parate poate fi executat „liber“ sau cu ajutorul camerei clare (camera 
lucidă). În primul caz se priveşte la microscop cu ochiul sting, iar pe 
hîrtie se face conturul structurilor analizate. Desenul obţinut, ori cît 
de talentat ar fi executantul său, cuprinde numeroase inexactităţi, de 
aceea el are numai o valoare demonstrativă îi instructivă. 

Descnul fidel al unei imagini microscopice poate fi realizat numai 
cu ajutorul camerei clare. 

Camera clară (lucidă) (fig. 45 şi 46) este un instrument optic format, 
de regulă, dintr-un sistem de prisme (mai adesea două) de sticlă, de 


Camera 
lucidă 


Ocularul H 


Fig. 45 — Camera clară simplă — I — 

imaginea preparatului ; Cr — imaginea 

creionului şi a preparatului biologic. 

A, B, C, D, — prisma de sticlă a ca- 
merei clare. 
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Fig. 46 — Cameră cu 

oglindă ; i — imaginea 

preparatulu biologic; 

Cr — imaginea creio- 
nului, 


formă paralclipipedică, prinse într-un cadru metalic. La unele tipuri 
cele două prisme reprezintă fiecare o jumătate de cub secţionat dia- 
gonal, lipite, formînd un mic cub de sticlă. În afara acestui cub în consti- 
tuția camerci mai intră, uneori, şi o oglindă plană situată lateral, la o 
distanţă de circa 10 cm. Cînd dorim să executăm un desen, fixăm ca- 
mera clară pe partea superioară a tubului microscopului, prin inelul 
său mctalic, iar prin deplasarea ei pe orizontală se centrează deasupra 
ocularului. Privind în microscop prin orificiul camerei clare percepem, 
datorită acesteia, două imagini suprapuse, imaginca preparatului mi- 
croscopic şi imaginea hiîrtiei pe care urmează a se efectua desenul. Dacă 
în cîmpul vizual al camerei clare aducem un creion, putem urmări, cu 
vîrful său, conturul structurilor biologice din preparat „proiectate“ pe 
coala de hirtie şi astfel obținem desenul fidel al acestora. Pentru a reda 
cît mai exact în desen imaginca preparatului microsc pic este necesar 
centrarea perfectă a imaginilor și iluminarea egală a acestora. Pe tot 
parcursul examinării preparatului şi executării desenului se recomandă 
rotirea vizei micrometrice, pentru a avea o imagine cît mai completă 
asupra structurii analizate. 

Desenul realizat în prima formă este un desen „brut“ ce urmează 
a fi ulterior finisat printr-o comparare permanentă cu imaginea micro- 
scopică. 

Astfel de desene sînt veridice, ca urmare ele pot fi utilizate în ilus- 


trarca manualelor și a lucrărilor științifice. 
| I 


5.1. NOȚIUNI DE MICROMETRIE 


În cercetările de taxonomic datele furnizate de biometrie sînt in- 
dispensabile ; dar nu numai taxonomia ci și fiziologia, citologia şi multe 
alte științe biologice apelează la biometrie pentru interpretarea reală a 
rezultatelor. Ca urmare, cunoaşterea exactă a dimensiunilor unei for- 
mațłiuni biologice este cerută cu acuitate. 


104 


Microscopul, prin particularităţile sale tehnice, realizează mărirea 
obiectului şi prin aceasta permite evidenţierea unor detalii morto-ana- 
tomice, inaccesibile unei observaţii libere. Putem cunoaște exact de cite 
ori a fost mărită imaginea structurii analizate prin simpla înmulţire a 
cifrelor indicate pe obiectiv şi pe.ocular. Un simplu exemplu îl con- 
siderăm edificator. Să presupunem că un preparat este analizat cu un 
obiectiv de 20 X și un ocular de 10 X. În acest caz imaginea percepută 
de noi, privind prin ocularul microscopului, este mărită de 200 ori 
(20 X 10 = 200 X). 

Aceşște date nu sînt însă suficiente; este necesar să cunoaştem 
exact dimensiunea reală a structurilor biologice analizate. Aceasta este 
posibil prin utilizarea metodei micrometrice, metodă ce presupune folo- 
sirea micrometrului ocular. 

Micrometrul ocular este o placă de sticlă de formă circulară, în 
mijlocul cărcia este gravată o linic de 1 mm lungime, împărţită prin 
linii perpendiculare, echidistante în 100 de părţi (fig. 47). Prin urmare, 
fiecare diviziune reprezintă 1/100 mm (adică este egală cu 10 microni). 
Pentru numărarea mai ușoară a diviziunilor, gradaţiile sînt numerotate 
din 10 „în 10, iar a cincea diviziune este marcată printr-o linie mai 
lungă. 

Micrometrul ocular se introduce” în ocular. Fiecare ocular are în 
porțiunea sa centrală (mijloc) un inel metalic (diafragmă) pe care se 
fixează micrometrul ocular. Introducerea micromctrului se face prin 
deșurubarea lentilei superioare (fig. 48). ; 
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Fig. 47 — Gradațiile micrometrului Fig. 48 — Ocularul si 
ocular (stînga) şi a micrometrului poziţia  micrometrulu: 


obiectiv (dreapta). ocular 4mo) 


Micrometrul ocular rămîne permanent în ocularul cu care lucrăm. 
Este însă necesar să cunoaștem exact pentru fiecare combinaţie de obi- 
eativ-ocular cîţi microni reprezintă o diviziune de pe micrometrul ocu- 
lar. În acest scop trebuie determinat indicele micrometric, ce presupune 
folosirea micrometrului obiectiv. 
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Micrometrul obiectiv — este o lamă dreptunghiulară de sticlă, ase- 
mănătoare aceleia pe care se montează preparatul, de care se deosebeşte 
prin faptul că aceasta are gravată în zona centrală o scală lungă de 
1 mm, împărţită prin linii echidistante mai lungi decit cele ale micro- 
metrului ocular în 100 părţi. Prin urmare, fiecare diviziune de pe mi- 
crometrul obiectiv este cgală cu 1/100 mm. A cincea şi a zecea diviziune 
sînt marcate prin linii transversale mai lungi (fig. 47). - 

Pentru a afla valoarea indicelui micrometric (numărul de microni 
corespunzător unei diviziuni de pe micrometrul ocular) procedăm în felul 
următor. Introducem micrometrul în ocularul cu care dorim să lucrăm 
şi aşezăm micrometrul obiectiv pe platina microscopului. Prin manevre 
adecvate deplasăm platina microscopului pe orizontală şi verticală pină 
cînd apare în cîmpul optic scala micrometrului obiectiv, care trebuie să 
se suprapună exact peste scala micrometrului ocular. În cazul în care 
cele două scale nu sînt paralele se roteşte ocularul pînă se realizează 
paralelismul respectiv. În acest moment se numără cîte diviziuni alemi- 
crometrului obiectiv se suprapun exact peste cele ale micrometrului 
ocular. Numărătoarea începe de la o diviziune oarecare pe care ne-o 
putem alege prin deplasarea! laterală a platinei microscopului şi impli- 
cit a micrometrului obiectiv, diviziune unde are loc suprapunerea exactă 
a celor două micrometre și se termină cu prima diviziune la nivelul 
căreia are loc o suprapunere similară (fig. 47). Cunoscînd aceste date 
putem calcula indicele micrometric cu ajutorul formulei : 


I.m. E EA în care : 


n.oc. 


I.m. = indice micrometric; ; ` 


n.ob = reprezintă numărul de diviziuni de pe micrometrul obiectiv 
cuprinse între două diviziuni consecutive ale celor două micrometre 
ce se suprapun exact ; : 

n.oc == numărul de diviziuni de pe micrometrul ocular cuprinse între 
două diviziuni consecutive ale celor două micrometre ce se suprapun 
exact. 

Pentru a înțelege mai bine modul de calculare al indicelui micro- 
metric luăm următorul exemplu. Să presupunem că pentru combinaţia 
de obiectiv 20 X şi ocular 10 X, valoarea lui n.ob. == 4, iar valoarea 
lui n.oc. = 9; atunci 


I.m. Cees = 4,44 microni 


9 


Rezultă, aşadar, că o diviziune de pe micrometrul ocular este egală 
cu 4,44 microni. Această valoare este valabilă pentru sistemul optie- 
ocular 10 X şi obiectiv 20 X. Deoarece valoarea în microni á unei di- 
viziuni de pe micrometrul ocular variază în funcție de grosismentul obi- 
ectivului şi a ocularului este necesar să caloulăm indicele micrometric 
pentru fiecare combinație de obiectiv-ocular. Datele obținute sînt tre- 


< 


cute într-un tabel la care să se poată apela ori de cîte ori se fac măsu- 
rători biometrice. 


106 


Odată calculat indicele micrometric, de micrometrul obiectiv nu 
mai avem nevoie. Măsurarea dimensiunilor unei structuri biologice se 
face prin suprapunerea peste accasta a micrometrului ocular. Prin în- 
mulțimea numărului: de diviziuni de pe micrometrul ocular ce se su- 
prapun exact peste structura analizată și valoarea indicelui micrometric 
stabilit anterior sc află dimensiunea reală în microni a acesteia. 

Să presupunem că o celulă, analizată cu obiectivul 20 X şi ocular 
10 X, măsoară 5 diviziuni; aceasta înseamnă că dimensiunea ei reală 
este de 22,2 microni, valoare ce rezultă din produsul numărului de 
diviziuni (5) cu indicele micrometric (4,44) (5 X 4,44 = 22,2 microni). 

Acest procedeu de măsurare a dimensiunii structurilor biologice cu 
ajutorul micrometrului ocular este cel mai exact, cel mai rapid și cel 
mai indicat în cercetările de biometrie, taxonomie și fiziologie ; nu este 
însă singurul. Cu ajutorul camerei clare și prin procedeul dublei vederi 
se poate realiza, de asemenea, măsurarea dimensunilor reale ale struc- 
turilor biologice reliefate de imaginile microscopice. 


6. FIXATORI ȘI METODE DE FIXARE 


6.1. INTRODUCERE ÎN TEHNICA FIXĂRII 
` z 


1 

Studiul structurii celulei, țesuturilor şi organelor în starea în care 
se recoltează nu este posibil, deoarece includerea în parafină, secționarea 
și colorarea, operații ce trebuiesc efectuate pentru obţinerea preparatelor 
microscopice, determină modificări ireversibile ale structurii. Pentru a 
se menţine structura celulei, specifică fiecărui ţesut, existentă în orga- 
nismele vii, se impune utilizarea fixatorilor. Soluţiile fixatoare, în afara 
faptului că au proprietatea de a conserva structura celulei vii, con- 
tribuie la realizarea unei colorări selective, de bună calitate și uniformă. 

“Soluţiile fixatoare asigură coagularea constituienților celulari sau 
precipitarea lentă şi fracționată a acestora, evitînd modificarea struc- 
turii existente în cadrul celulei vii prin apariţia de artefacte. 


Fixarea poate da bune rezultate, numai dacă se respectă următoa- 
rele indicaţii : 

— materialul biologic ce urmează a fi studiat trebuie fixat în mo- 
mentul recoltării ; 


— piesele să nu fic de dimensiuni mari, pentru a uşura pătrunde- 
rca fixatorului. În cazul unor orgâne sau părţi de organe ce sînt de 
dimensiuni mari se recomandă fragmentarea lor, în cazul în care prin 
această operație nu se modifică structura și nu se aduc prejudicii stu- 
diului inițiat ; 

— volumul fixatorului să depășească considerabil volumul materia- 
lului, în așa fel încît acesta să fie sub nivelul fixatorului; 

— timpul de fixare depinde de mărimea și structura anatomică, de 
fixatorul utilizat şi de temperatura la care se face fixarea. Aceasta se 
stabileşte prin tatonări, în funcţie de scopul lucrării. Unele fixări se 
realizează în condiţii mai bune la temperatura camerci, în timp ce ma- 
joritatea dau mai bune rezultate la temperaturi scăzute (0—4*C). De- 
pășirea timpului poate influenţa negativ calitatea materialului care de- 
vine casant, se secţionează cu mare greutate și nu permite o colorare 
bună. 

Materialul fixat poate fi conservat, pentru un timp îndelungat, în 
alcool etilic 70° și la temperatura scăzută, în frigider (0—4*C). Se re- 
comandă păstrarea în sticle sau fiole (eprubete) colorate, ermetic închise 
pentru a evita evaporarea fixatoruluj și deteriorarea materialului. 


i 
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În momentul folosirii materialului, se recomandă spălarea lui în apă 
sau alcool, în funcţie de fixatorul utilizat și modul de colorare. De pildă, 
materialul fixat cu fixatori pe bază de acid osmic sau crom va fi spălat, 
în apă, cel fixat în sublimat, în alcool iodat, iar cel fixat în amestecuri 
de soluţii se va spăla în alcool etilic 70°. În cazul fixatorilor Bouin și 
Duboscq Brazil, piesele nu se spală ci se trec direct în alcool 970%/0. 

Fixatorul sc alege în funcţie de scopul urmărit şi de colorantul 
utilizat. De exemplu, pentru studiul cromozomilor cu cele mai bune 
rezultate se folosesc fixatorii Carnoy, Navasin, Clarck ; pentru eviden- 
țierea nucleului, materialul biologic se fixcază cu unul din fixatorii; 
2BD de la Cour, soluție cromo-osmică (Benda), lichidul cromoplatin 
(Merkel), picroformolul Bouin, etc. 

După natura lor chimică, soluţiile fixatoare au fost împărțite de 
Langeron în patru grupe: acizi minerali (acidul osmic, sau tetraoxidul 
de osmiu, acidul cromic); săruri metalice (bicromatul de potasiu, bi- 
clorura de mercur sau sublimatul corosiv) ; acizi organici (acidul acc- 
tic glacial, acidul triclor acetic, acidul picric) ; reducători organici (alco- 
olul etilic, formolul ctc.). 

Chihei, clasică fixatorii după valoarea pH-ului ; cu pH=1 (fixato- 
rul Gilson) cu pH=1l—3 (fixatorul Flemming, Mann, Bouin, Hermann), 
cu pH=-=3 (Altmann, Regaud-Helley). 

Cei mai buni fixatori s-au dovedit a fi cei acizi, deoarece ei neu- 
tralizează proprietățile reducătoare ale țesuturilor vegetale, favorizînd 
astfel colorarea. Cele mai bune rezultate se obțin prin combinarea mai 
multor fixatori. Fixarea se cfectuează înainte de includerea țesuturilor 
în parafină, răşină ete. în vederea secţionării lor. Ca urmare o primă 
cerinţă este ca fixatorul să nu lie proteolitic. Substanțele care determină 
ruperea lanţuriler peptidice și radicalilor liberi ai aminoacizilor solubili 
nu pot fi folosite ca fixatori. Fixatorul trebuie să asigure stabilitatea 
structurii celulare. Fixatorii se clasifică în două grupe, după reacţiile 
pe care le dau cu proteinele solubile și anume aditivi şi neaditivi. 
Fixatorii aditivi se caracterizează prin eliberarea unor ioni ce se com- 
bină chimic cu proteinele celulare, în timp ce fizatorii neaditivi (ex. 
alcoolul etilic) nu au capacitatea de a intra în combinație cu proteinele, 
astfel încît natura .proteinelor. este profund modificată. Dintre modifi- 
cările produse de fixatorii neaditivi cea mai clară este pierderea solu- 
bilităţii şi coagularea proteinelor (Anson M. L., 1938; Putnam, 
1953). Prin adăugarea unui fixator denaturat la o soluţie de albumină, 
coagularea are loc foarte repede, aproape instantaneu. 


a. 


Denaturarea proteinelor se realizează în mai multe etape: 

— creşterea reactivităţii este primul efect: , 

— flocularea sau agregarea în particule mici, solubile în acizi slabi 
şi soluții alcaline ; 

— floculii se unesc într-un cheag care poate fi solubilizat numai 
cu ajutorul reactivilor care cauzează proteoliza. 

Sînt autori care consideră denaturarea orice schimbare la nivelul 
proteinei, care mărește reactivitatea, dar nu este distorsionată struc- 
tura (Neurath şi colab., 1944). În manual, termenul de denaturare 
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va fi folosit pentru a indica modificările ce implică relaţia proteinei 
cu mediul apos. Cînd o proteină este denaturată, relaţiile cu apa sînt 
într-o anumită măsură, modificate, deşi grupările hidrofile asigură 
menținea stării de sol. Principalele grupări hidrofile din macromolecula 


proteică sînt —NH; ; — LC ; — OH şi Seo. La acestea se adaugă 


grupările reactive prezente în proteina nealterată, în stare latentă şi 
evidenţiate prin denaturare sau alte teste; —SH din molecula cisteinei, 
—S—S— (cistină), fenil (tirosina) şi iodolil (triptofan). 

Nu sînt pe deplin elucidate cauzele creşterii reactivităţii care fac 
ca proteina să devină accesibilă colorării şi acțiunii enzimelor digestive. 

Proteinele pot fi denaturate de diferiţi factori, căldura fiind frec- 
vent folosită în acest scop deși în absenţa completă a apei, chiar o 
temperatură de 100°C nu este eficientă. De asemenea radiaţiile ultra- 
violete și ultrasunetele pot cauza denaturarea proteinelor. 

Fixatorii aditivi aderă la substratul care este fixat prin producerea 
ionilor sau legăturilor covalente. În fixarea proteinelor legăturile se 
stabilesc de obicei, cu grupările unuia sau mai multor aminoacizi. Fixa- 
torii aditivi sînt uneori coagulaţi, alteori nu, reacţiile proteinei nefiind 
alterate profund. De exemplu, fixatorii aditivi pot acţiona numai asu- 
pra tirosinei și dacă acest aminoacid este prezent foarte rar într-o pro- 
teină cei mai mulţi dintre aminoacizi manifestă un răspuns corespunzător 
fimd supuși unor modificări similare celor determinate de fixatorii nea- 
ditivi. Aceasta demonstrează câ nu poate fi făcută o distincţie clară între 
fixatorii aditivi şi neaditivi. i 

Numărul combinațiilor chimice ce se folosesc ca fixatori este foarte 
mic. Sînt descrişi 7 fixatori puri sau primari care se folosesc în mod, 
frecvent, în stare pură sau în diferite combinaţii. De cele mai multe 
ori, pentru eliminarea unor neajunsuri pe care le prezintă unii fixatori 
în practică, se folosesc combinaţii de doi sau mai mulţi fixatori. 

Fixatorii primari pătrund în țesut cu viteze şi la nivele diferite. 
Este de dorit ca un fixator să pătrundă în întregul țesut în mod uniform 
şi într-un timp “cît mai scurt pentru ca structura țesutului să fie sta- 
bilizată înainte ca autoliza să producă avarii. 

Pentru folosirea fixatorilor micşti, cu bune rezultate se recomandă 
să se cunoască rata de penetraţie a tuturor componentelor. Pentru 
realizarea unei fixări de bună calitate componentele unui fixator, tre- 
buie să pătrundă în ţesut în acelaşi timp. Pentru cunoaşterea ratei 
de penetraţie se recomandă folosirea unui gel proteic omogen, în locul 
unui țesut biologic (Baker, 1958). Un gel potrivit pentru acest studiu 
poate fi obţinut prin dizolvarea gelatinci în albuş de ou cald, în con- 
centrație de 150%. Pentru calcularea ratei de penetraţie, gelul în stare 
caldă se toarnă în tuburi de sticlă, după care se introduce cu o ex- 
tremitate într-un fixator coagulant. Sub acţiunea fixatorului gelul de- 
vine alb și opac, datorită coagulării. 

Pentru calcularea ratei de penetrație a unui fixator necoagulant tu- 
bul cu gel de gelatină — albuş de ou 15% — se introduce cu capătul 
opus într-un vas cu apă caldă. Gelul fixat rămîne în tub, în timp ce 
cel nefixat iese din tub. Experiențele efectuate cu HgCl, au demonstrat 
că soluțiile fixatoare acționează potrivit legilor difuziunii. 
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d = k t; în care d — distanța penetrantă în mm 
t = timpul în ore l 
== constanta, dependentă de fixatorul folosit în mm parcursă în 
timpul unci ore, de un fixator în concentrația care determină fixarea 


proteinelor. T 
În formă logaritmică ecuația ratei de penetrație se prezintă : 


log d=10 k + log t 

Prin convertirea valorilor d și t, obținute într-un experiment, în 
logaritm reprezentarea grafică are aspectul unei drepte. În punctul în 
care linia dreaptă intersectează ordonata, log t devine zero (log t = o) 
iar log d= 10 k. În felul acesta se poate citi şi valoarea k pe ordo- 
nată şi antilogaritmul figurii obținute este deci k (fig. 49). 


Fig. 49 — Calcularea ratei de pene- 
traţie (Baker, 1966) 
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În cazul HgCl, rata de penetraţie într-un gel de gelatină-albumină 
este de 2,27. Formaldehida are cea mai mare rată de penetraţie 
(k = 3,6) iar trioxidul de crom are o rată de penetraţie mult mai mică 
(k = 1,19). 

Pentru calcularea ratei de penetrație se recomandă de asemenea 
folosirea unor țesuturi omogene care, prin fixare devin opace şi de 
culoare albă, constituind o indicație sigură a nivelului de penetrație. 

Rata de penetratie a diferiților fixatori este mai mică în tesuturi 
vegetale şi animale decît în gel. De cxemplu rata de penetrație a 
HgCl, în țesutul hepatic este mult mai mică decît în gelul de gelatină- 
albumină (k == 0,84), probabil datorită lipidelor din membranele celu- 
lare. Avînd o rată de penctrație de 0,84 HgCl, pătrunde în țesutul 
hepatic pe o distanță de 20u ce reprezintă diametrul unei celule he- 
patice de dimensiuni mari, în numai 3 secunde. Se apreciază că pen- 
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tru a pătrunde într-un țesut hepatic în grosime de 36 mm sînt nece- 
sare 77 zile. Din acest exemplu se poate trage concluzia că pentru 
realizarea unei fixări de calitate superioară materialul biologic (ţesut, 
organ) trebuie să fie de dimensiuni reduse pentru ca fixatorul să pă- 
trundă în întregul material, într-un timp foarte scurt (fig. 50). 


volumul în procente al volumului original 
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Pentru studii de microscopie fotonică se recomandă ca materialul 
să fie fixat timp de 3—6 ore şi să se foloscască fixatorul adecvat. Cu 
cele mai bune rezultate se folosesc fixatorii: Zenker, Helly (pentru 
ciuperci în special), Carnoy, Navaşin. În microscopia electronică frec- 
vent se folosesc tetraoxidul de osmiu (0sO,), glutaraldehida şi KMnO;. 
Piesele în grosime de 1 mm pot fi fixate într-un timp ce variază între 
30—120 minute. 

În timpul fixării pot apărea diferite modificări ale structurii dato- 
rită diferitelor constituienţi ai fixatorului.  Antefactele rezultate în 
urma fixării au fost grupate în două categorii: artefacte extrinseci şi 
artefacte intrinseci (Baker, 1969). 

Artefactele extrinseci — iau naştere prin depozitarea în tesutul 
fixat a unor componente ale fixatorului. De exemplu în țesutul fixat 
de HgCl, pot apare granule negre. Aceste artefacte pot fi evitate sau 
îndepărtate prin folosirea unor solvenţi speciali. 

Artefactele intrinseci — constă în deformarea structurii compo- 
nenţilor tisulari. Cele mai profunde modificări ale structurii celulei 
sînt determinate de fixatori coagulanţi. Sub acțiunea acestor fixatori 
are loc contractarea neregulată a celulei, iar citoplasma este transfor- 
mată într-un coagulum consistent. În celule se formează o rețea, în 
ochiurile căreia se depozitează fixatorul. Dimensiunile reţelei depind 
de natura fixatorului. Dacă se foloseşte un fixator coagulant latent în 
secţiunile foarte subțiri colorate cu hematoxilină ferică se evidenţiază 
clar spaţiile pe care le formează reţeaua. 

Cu excepția nucleului, nucleoluiui şi centriolului, ceilalți constitu- 
ienţi celulari se dezorganizează sub influența fixatorilor coagulanți. 
ADN se prezintă sub forma unui precipitat dispersat neregulat şi fixat 
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pe fibrele rețelei şi pe membrana internă a nucleului. Regiunile hete- 
rocromatice sînt puternic colorate și vizibile în interfază (fig. 51). 

Fixatorii necoagulanţi, în special tetraoxidul de osmiu şi formal- 
dehida, determină mult mai puţine modificări în structura celulei decît 
fixatorii coagulanți. 


Fig. 5. — Reprezenta- 

rea schematică a struc- 

turii celulei după fixare 

cu fixatori coagulanţi şi a 

colorare specifică (Ba- 
ker, 1966). 
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Includerea în parafină cauzează de asemenea o serie de distorsiuni 
ale: mocromoleculelor proteice. 


Un fixator ideal trebuie să menţină constant volumul țesutului sau 
organului și nealteraţi constituienții celulari. Cei mai mulţi fixatori de- 
termină construcția țesutului tratat sau modifică volumul acestuia. De 
exemplu acidul acetic determină o umflare puternică a tesutului, fiind 
inclus în componența multor fixatori. Cei mai mulţi dintre fixatorii 
primari nu modifică volumul gelului cu excepţia alcolului etilic care 
determină micșorarea. Volumul țesuturilor și organelor poate fi caleu- 
lat prin metode adecvate, la începutul, sfîrșitul și în diferite etape ale 
fixării. Se recomandă folosirea unor porţiuni din țesuturi sau organe 
în formă cubică sau sferică. Pentru studiul celulei se recomandă folo- 
sirea celulelor de Saccharomyces sp.. Chlamydomonas sp. 

Pentru ca volumul celulei sau a țesutului viu să nu sufere modi- 
ficări accentuate, se practică adăugarea de săruri indiferente sau ne- 
fixative la fixatori sau țesutul secționat se păstrează într-o soluţie 
salină izotonică. 

Piesele mici se fixează prin imersionarea în soluţia fixatoare, ce- 
lulele țesutului fiind supuse în același timp acțiunii fixatorului. Piesele 
mari se pot fixa prin injectare. Se recomandă să se acorde o atenție 
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specială fixării materialului. Dacă o piesă este secţionată şi scoasă în 
afara organismului poate avea loc o alterare a structurii. Secţionarea 
este însoţită de o pierdere a apei prin evaporare sau scurgere. Introdu- 
cerea țesutului într-un lichid hipotonic determină o creştere a volu- 
mului, datorită diferenţelor de concentraţie. 3 

Se recomandă ca prelevarea unui țesut să se facă într-un lichid care 
nu modifică volumul, nu dizolvă şi nu distruge constituienții celulari, 
dar care va omori bacteriile şi ciupercile. Un astfel de lichid constituie 
un mijloc de protecție şi în acelaşi timp va conferi țesutului rezistența 
necesară pentru includere, secționare și montare. 

Nu toţi constituienţii celulari necesită fixarea; de pildă chitina, 
celuloza, scleroproteinele, granulele de amidon, unele cristale anorganice 
— fiind constituienţi stabili își păstrează forma şi în absența fixării. Alte 
substanţe, cum este zahărul, nu pot fi reţinute în locul de acumulare: 
glicogenul este singurul hidrat de carbon solubil care în mod frecvent 
este reținut și observat în preparatele microscopice. Sînt fixatori care 
nu au efect asupra lipidelor, neputind fi izolate din țesutul viu, fără a 
afecta structura celulei. 

Fixarea poate fi realizată şi prin căldură, dar se folosește foarte rar. 

Deşi căldura are tendința de a provoca distorsiunea, are avantajul că 
întregul conţinut rămîne în interiorul celulei. 


6.2. PROPRIETĂȚILE FIZICO-CHIMICE ALE UNOR FIXATORI 
CITOLOGICI 


Din multitudinea soluţiilor fixatoare utilizate în laboratoarele de 
citologie am selectat cîteva din cele mai uzuale cârora le vom prezenta 
principalele proprietăţi fizico-chimice. Baker (1969) clasifică fixatorii 
primari în coagulanți şi necoagulanți. 


6.2.4. FIXATORI PRIMARI COAGULANȚI 
Alcoolul etilic (C-H;OH) 


Alcoolul etilic este un lichid incolor, cu un miros caracteristic, 
miscibil cu apa în orice proporție. Prezintă un potenţial de oxidare scă- 
zut (alcool etilic 950/0, 0,045 volți). Punctul de topire este de 117, iar 
punctul de fierbere 79°C. 

Constituie un fixator neaditiv sau coagulant, denaturant al multor 
proteine. Nu coagulează zeina, gliadina sau nucleoprotcinele. Precipită 
acizii nucleici, dar nu-i fixează. Alcoolul etilic este un agent care se folo- 
sește şi pentru evidențierea lipidelor. 

Lipidele nu sînt modificate chimic, nu sînt fixate, avînd tendinţa 
de a se topi şi dizolva. 

Tripalmitina şi tristearina sînt insolubile în alcool etilic rece. Trio- 
leina, lecitina şi acidul oleic sînt solubile în alcool etilic. Alcoolul etilic 
precipită glicogenul, fără a-l fixa. Rata de penetraţie este moderată. 
Alcoolul etilic prezintă o pronunţată tendinţă de contractare a țesutului 
şi determină o întărire excesivă. Produce o coagulare de calitate inferioară 
a citoplasmei și nucleului și distruge mitocondria. 
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Secţiunile obţinute din materialul biologic incluzionat în parafină 
au celulele separate unele de altele ; citoplasma se condensează în mase 
izolate ce se deplasează şi se localizează pe membrana celulară de pe 
partea opusă a celei supusă acţiunii fixatorului. În aceste secţiuni, lipi- 
dele nu sînt prezente, iar cromozomii nu se evidenţiază. 

Majoritatica fixatorilor modifică aciditatea şi alcalinitatea țesuturilor 
fixate, decarece reacționează cu grupările acide sau bazice ale unor 
aminoacizi, iar ulterior le blochează. Alcoolul etilic nu atacă grupările 
laterale ale proteinelor şi nu modifică reacţiile proteinei, iar afinitatea 
lor pentru coloranţii bazici sau acizi nu se schmbă. Nucleoproteinele 
pot fi dizolvate şi nu au o poziţie stabilă în celulă, alcoolul ctilic fiind 
un fixator foarte slab pentru nuclei și cromozomi. : 

Alcoolul etilic este compatibil cu clorura mercurică, formaldehida și 
acidul acetic. Deoarece acesta are tendința să fie oxidat de la aldehidă 
la acid acetic, se recomandă să nu fie amestecat cu trioxidul de crom, 
bicromatul de potasiu și tetraoxidul de osmiu. 


Clorura mercurică (HgCl,) 


Este o substanţă incoloră ce se prezintă sub forma unor cristale aci- 
culare. Concentrația standard constă în soluţie saturată în apă distilată. 
Sublimează uşor. Solubilitatea în apă este de aproximativ 7%/0. Este de 
asemenea solubilă în alcool etilic şi benzen. Ionizează numai parţial. 
Prin hidroliză dă (HgC1,)H**, ioni de hidrogen (pH soluţiei standard este 
aproximativ 3,2) şi alţi ioni. 

Este un puternic oxidant, potenţialul de oxidare fiind de aproxi- 
mativ 0,76 volți. 

În reacțiile cu proteinele se comportă ca un fixator coagulant aditiv. 
Reacţiile depind de pH la care fixatorul este folosit. 

Clorura ` mercurică este în general folosită la un pH inferior punc- 
tului izoelectric al proteinelor. În mod constant grupările — HN, din 
molecula amioacizilor sînt ionizate la —*NH3 şi vor fi atrase electrosta- 
tic între gruparea încărcată pozitiv şi ionul negativ (HgCl,). 

Mercurul sub forma de ion poate asigura astfel legarea a două lan- 
turi proteice. De exemplu, HgCl, poate reacţiona cu cisteina din proteine 
și formează o punte care asigură legătura a două lanţuri proteice (fig. 52). 
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Reacţia poate fi grăbită în prezența NaCl deoarece prin adăugarea 
unor cloruri creşte cantitatea ionului respectiv. 

Clorura mercurică nu coagulează soluţiile nucleoproteice. Se preduce 
flocularea dar nu determină formarea de cheag. Acizii nucleici precipită 
slab sub acțiunea HgCl Clorura mercurică acţionează trigliceridele. 
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Formează compuşi cu fosfolipidele, deși nu a fost studiată solubilitateu 
HgCl- în soluţii lipidice. : 

HgCl, prezintă o rată de penetrație moderată (k = 2,2). În ţesuturi 
se formează partciule negre, cu diametrul de cîţiva p, constituite din 
mercur metalic. Aceste particule pot fi izolate de iodine în soluție alcoo- 
lică, probabil prin formarea de iodină mercurică. Iodina mercurică colo- 
rează țesutul dar acesta poate fi remediat prin injectarea de alcool eti- 
lic 700/, sau tiosulfat de sodiu. HgCl, menţine forma celulei. Citoplasma 
şi nucleul sînt fragmentaţi și pînă la urmă coagulaţi, cromozomii nu sînt 
fixati. Nu afectează structura mitocondriei. Prin secționarea materialului 
fixat în HgCl, și incluzionat în parafină se observă că citoplasma se con- 
tractă şi celulele tind să se separe una de alta. 


Prin fixare cu HgCl, proteinele sînt mult mai repede colorate cu 
coloranţi bazici, decît în cazul folosirii altor fixatori. Afinitatea specială 
pentru coloranții bazici trebuie atribuită în parte coagulării lanțurilor 
proteice într-o formă care permite ionilor colorantului să pătrundă uşor 
în ţesut şi celule. Manifestă, de asemenea, o anumită afinitate pentru 
coloranții acizi, ceea ce presupune că grupările amino din proteine nu 
sînt complet blocate. Se presupune că grupările —COOH din amino- 
acizi rămîn intacte. 

Clorura de mercur nu afectează structura fină a celulci. În secțiu- 
nile ultrafine observate la microscopul electronic pot fi observați reti- 
culul endoplasmic neted şi rugos. Conservă, de asemenea, foarte bine 
structura membranelor învelișului nuclear și mitocondrial. 

Clorura de mercur este compatibilă cu oricare din fixatorii primari. 


Trioxidul de crom (Cro,) 


Trioxidul de crom se prezintă sub forma unor cristale brun roşii 
avînd o solubilitate mare în apă. Soluţia standard conţine aproximativ 
62 g în 100 g solvent (62 w/W). Concentrația standard conţine 0,5 g în 
100 ml apă distilată. În apă formează acid cromic (H»CrO,) care nu poate 
fi izolat. O mică cantitate rămîne nedisociată în apă. Cea mai mare parte 
din CrO; ionizează ca bicromat (Cr207), iar restul sub formă de cromat 
de hidrogen (HCrO,)”. : 

CrO prezintă cel mai mare potenţial de oxidare, fiind de 1,1 volţi, 
ionul bicromat este redus la ionul cromic (Cr***) ; sau la oxidul cromic 
(Cr2O3). 

Trioxidul de crom coagulează puternic cu albumina şi multe alte 
proteine, inclusiv nucleoproteinele. CrO% nu fixează gelul de gelatină. 
Se presupune că trioxidul de crom este un fixator aditiv, deşi nu sînt 
elucidate reacţiile care sînt implicate în procesul de fixare. 

Afinitatea proteinelor pentru coloranţii bazici este scăzută după 
fixare cu CrO3, datorită probabil blocării grupării —COOH din mole- 
cula aminoacizilor. Aceasta sugerează ideea că proteinele acide nu sint 
fixate, fiind dizolvate. i 


CrO;, precipită ADN, care devine insolubil. Grăsimile devin insolu- 
bile în solvenţii lipidici printr-un tratament prelungit cu CrO;, deşi se 
apreciază că perioada normală de fixare nu dă rezultate satisfăcătoare. 

Polizaharidele sînt convertite la aldehide prin oxidare, putind fi 
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astfel puse în evidenţă printr-un test de colorare, specific aldehidelor. 

Nu se cunoaşte precis dacă CrO; fixează glicogenul. Rata de pene- 
trație a CrO, este lentă (k = 1,12). 

CrO; determină o uşoară micşorare a gelului de gelatină și o întă- 
rire moderată. CrO; este în mod obişnuit spălat cu apă de robinet. 

Dacă în ţesut rămîne o cantitate mică de CrO liber acesta poate 
fi redus la oxid cromic (CrO) de culoare verde, cu ajutorul alcoolului 
sau a altor agenţi reducători. ı i 

Oxidul cromic este insolubil în solvenți obișnuiți şi rezistă la acizi 
sau alți reactivi, fiind îndepărtat din țesut cu dificultate. 

CrO; determină o coagulare de calitate inferioară a citoplasmei în 
timp ce nucleul şi cromozomii sînt foarte bine conservați. 

În secțiunile obţinute din materialul incluzionat în parafină consti- 
tuienții celulari sînt bine fixați cu toate că nucleul este transformat 
într-un coagulum. Cromozomii şi nucleolul se evidenţiază bine, în schimb 
mitocondriile și picăturile lipidice nu pot fi identificate, Citoplasma, 
fixată cu oxidul cromic, prezintă o puternică afinitate pentru colo- 
ranții acizi. N 

Oxidul cromic poate fi amestecat cu clorura mercurică, tetraoxid de 
osmiu, acid acctic. Se recomandă ca trioxidul de crom să nu fic ameste- 
cat cu reducători, cum sînt alcoolul etilic sau formaldehida. Se cunosc 
însă puțini fixatori care conţin trioxid de crom şi formaldehidă (B a- 
ker, 1969). i 


6.2.2. FIXATORI PRIMARI NECOAGULANȚI 


Fixatorii primari necoagulanți constituie un grup heterogen. Formol- 
dehida şi tetraoxidul de osmiu sînt fixatori necoagulanți aditivi care de- 
termină întărirea gelului de proteină, fără a elimina apa şi fixează 
protoplasma. l 

Bicromatul de potasiu şi acidul acetic nu au capacitatea de a fixa 
proteinele simple. Bicromatul de potasiu acționează asupra lipidelor sim- 
ple ș determină o umflare a țesutului, contracarînd acțiunea altor 
reactivi folosiți pentru fixare sau includere. ; 


Acidul acetic (CH-—COOII) 


Acidul acetic este un lichid incolor, cu miros caracteristic înțepă- 
tor, miscibil în orice proporție cu apa, alcoolul etilic, eterul şi cloro- 
formul. l 

Acidul acetic nediluat este denumit glacial deoarece poate fi uşor 
înghețat ; conține 99,80/, substanță activă, iar prin răcire formează cri- 
stale. Cristalele obținute prin răcire se topesc la 16,6°C. Concentrația 
standard este de 50/⁄ v/V în soluție apoasă. Acidul acetic cristalizează la 
16,6“C şi fierbe la 118°C; este un acid slab (pH la concentraţia stan- 
dard este de aproximativ 2,3), se oxidează prin reducerea cu formare de 
aldehidă acetică (p.O = 0,77 v). : 

Majoritatea proteinelor nu sînt coagulate sau gelificate de către aci- 
dul acetic. Nucleoproteinele și ADN din soluţie sînt precipitate. Acidul 
acetic nu este aditiv şi extrage histonele din ţesuturi. Unele lipide cum 
- Sînt colesterolul şi sfingomielina sînt solubile în acid acetic. 
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La concentraţia la care este folosit pentru fixarea țesutului, acidul 
acetic nu este solvent lipidic. De asemenea, nu fixcază şi nu distruge 
hidraţii de carbon și lipidele. 

Acidul acetic pătrunde în ţesuturi rapid (k -= 2,75); are proprietatea 
de a determina umflarea gelurilor proteice şi a țesutului, anulînd con- 
tractarea produsă de alte substanțe folosite, fiind component a nume- 
roase amestecuri fixatoare. Gelul de albumină își măreşte de 4—5 or: 
volumul . inițial în decursul a 18 ore. Umflarea țesutului se datorește 
faptului câ proteinele nu sînt coagulate. . 

Țesuturile fixate cu acid acetic rămîn moi, fiind ușor de secționat. 

Deoarece acidul acetic nu provoacă artefacte extrinseci şi este 
solubil 'cu alcoolul etilic, în orice proporţie, nu este necesară spălarea 
ţesuturilor. ) 


Acidul acetic conservă bine forma celulelor şi organitelor citoplas- 
matice cu excepția mitocondriei și nucleului. Mitocondriile şi aparatul 
Golgi devin mai puţin vizibile sau pot fi distruse. Conţinutul nucleului 
se transformă într-o reţea grosieră iar nucleolul își măreşte volumul. 
Cromozomii sînt bine fixaţi. Celulele se unesc în agregate, separate 
între ele prin spaţii de dimensiuni variate. Uneori citoplasma devine 
reticulară sau se grupează în jurul nucleului. ; 

Ionul acetat determină efecte caracteristice de fixare la pH = 4. La 
un pH mai scăzut nu se produce fixarea și țesutul se macerează. 

Citoplasma se colorează intens cu coloranţi acizi şi slab cu colo- 
ranţii bazici. Cromatina nucleilor interfazici se colorează slab în timp 
ce cromozomii metafazici și anafazici se colorează intens cu coloranți 
bazici. 

Acidul acetic este compatibil cu toţi fixatorii. Bicromatul de potasiu 
amestecat cu acid acetic are o acțiune similară trioxidului de crom, cu 
excepția situației în care acidul acetic este în cantitate mică. 


Bicromat de potasiu (K+Cr,0,) 


Bicromatul de potasiu se prezintă sub forma unor cristale de cu- 
loare oranj—roșu, cu o solubilitate de aproximativ 100% w/v, în apă. 
Concentrația standard este de 1,50% w/v în soluţie apoasă. 

Ionii produși în soluție de KCrO; sînt asemănători cu cei produşi 
de trioxidul de crom, dar în proporţii diferite. Soluţia de bicromat de 
potasiu conţine o cantitate mai mică de ioni de hidrogen, pH soluției 
standard fiind de aproximativ 4,1. Ionul principal este ionul bicromat 
(Cr»O;) cu mici cantităţi de acid cromic (HCrO,). Bicromatul de potasiu 
este un oxidant puternic; nu coagulează proteinele şi nucleoproteinele. 
Albușul de ou este transformat treptat sub acţiunea K,Cr»O;, într-o 
masă viscoasă într-un gel slab. Histonele sînt gelificate cel mai intens. 
Geiul de gelatină poate fi insolubilizat în apă caldă sub influenţa bicro- 
matului de potasiu, în condiţii de lumină intensă. Proteinele reacţio- 
nează diferit față de anionii de crom, în raport cu pH. La pH =3.4 
anionii de crom, coagulează proteinele, în timp ce la valori ale pH mai 
mari de 3.8 nu are loc acest proces. : 


Bicromatul de potasiu acţionează asemănător trioxidului de crom, 
cu condiția ca pH să fie mai mic de 3,4. Bioromatul de potasiu este 


118 


folosit în special pentru proprietatea de a fixa anumite lipide. Grăsi- 
mile din țesuturile adipoase devin insolubile în solvenţi lipidici, prin 
tratarea un timp prelungit cu soluție de bicromat de potasiu. Lipidele 
nesaturate sînt oxidate la nivelul dublelor legături. Lipidele care au o 
legătură dublă în apropierea acidului gras şi situată la distanţă de gru- 
parea carboxilică are tendința de polimerizare în condiți de oxidare, 
proces însoțit de scăderea solubilizării în solvenţi lipidici. Prin reținerea 
cromului din soluţia de bicromat de potasiu, lipidele devin insolubile 
în solvenţi lipidici. În mod deosebit fosfolipidele rețin cromul în timpu! 
post-cromatizării, care se folosește în mod frecvent şi care constă în 
introducerea țesutului într-o soluţie de bicromat de potasiu 5%/, timp de 
24 orc, la temperatura de 24°C. S-a constatat că fosfolipidele naturale 
sînt nesaturate, iar fosfolipidele sintetice, cum este dipalmitoilul de leci- 
tină, sînt saturate și rețin crom. 

Deoarece proteinele nu sînt coagulate sau gelificate, rata de pene- 
tratie nu poate fi determinată prin metodele folosite în cazul altor 
fixatori. Gelul de ge!atină-albumină își mărește volumul prin introdu- 
cerca într-o soluție de bicromat de potasiu. 

Bicromatul de potasiu nu produce întărirea țesutului, acesta men- 
tinîndu-şi starea iniţială. 

Pentru a evita precipitarea oxidului de crom insolubil (Cr,0.) prin 
reducerea cu alcoo! etilic. țesutul fixat cu KCrO, se spală cu apă d: 
robinet în jet continuu. În absența luminii procesul de reducere nu 
are loc. 

Bicroma ul ue potasiu păstrează aspectul normal al tesutuiui. Mito- 
condriile se conservă bine, cu excepţia celor filementoas: care devin 
ovale. Sucul nuclear devine fin granular. Nucleolul se con-ucti dato- 
rită probabil pierderii de ARN. 

În țesutul inclus în parafină, celulele se grupează în agregate, sepa- 
rate prin spaţii. Citoplasma, deşi omogenă, se strînge în jurul nucleului. 
Bicromatul de potasiu nu exercită nici o acţiune fixatoare asupra cro- 
mozomilor şi regiunilor heterocromatice din nucleu. Dacă fixarea sc face 
la un pH mai mic de 3,4, bicromatul de potasiu are o acţiune similar 
trioxidului de crom. 

Bicromatul de potasiu nu dă rezultate bune în microscopia celectro- 
nică. Citoplasma se coagulează și menţine nucleul în poziţia sa iniţială, 
iar celelalte organite celulare nu se pun în evidenţă. Din această cauză 
bicromatul de potasiu se foloseşte în amestec cu alte substanţe chimice 
fixatoare. În special bicromatul de potasiu se folosește în post- -cromati- 
zare, după fixare datorită acţiuni! pe care o are asupra lipidelor nes: 
turate. 


Formaldehida (HCHO) 


Formaldehida este un gaz incolor, foarte solubil în apă HO(H.CO) H. 
Monomerul HO(H.CO)H predomină în concentraţia standard, care este 
de 1 g la 100 ml apă (49/ w/v). 

Formalina (formolul) este un amestec de aldehidă formică, un hidrat, 
H—HC(OH)Y şi polimeri hidrataţi (H-—CH20)—OH). 

Formolul este o soluţie de 30—400/ și conține și puțin metanol 
(H-- CHO). Prin evaporarea formolului în vid rezultă paraformaldehida 
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(CH20) H20, în care n = 10—15 sau mai mult. Paraformadelhida are 
tendința de a forma un precipitat alb. 

Formaldchida ionizează, producînd o cantitate neglijabilă de ioni de 
hidrogen. Oxigenul atmosferic oxidează ușor formolul la acid formic. 

Soluția standard, care se prepară prin diluarea formolului în apă 
distilată, are pH = 4. Dacă”carbonatul de calciu este prezent în exces 
pH = 6,4, formaldehida poate fi redusă de metanol şi astfel poate acţiona 
ca agent oxidant. Potenţialul de oxidare este scăzut fiind de 0,23 volți. 

Reacţiile formaldehidei cu proteinele au fost studiate avind impor- 
tanță industrială. Pentru aceste studii s-au folosit polipeptide constituite 
dintr-un singur aminoacid, care se repetă de un anumit număr de ori. 

Astfel,s-a experimentat cu poliglicina, polipeptidă artificială fără 
importanţă, cu acid poliglutamic şi cu fibrile de mătase — constituite 
din alanină şi tirozină şi s-a dovedit că acestea leagă foarte puţin for- 
maldehida. Poliglutamina — în contrast cu poliglicina, acidul glutamic 
şi fibrilele de mătase, leagă o cantitate mai mare de formaldchidă 
(Fracnkel-Conrat şi colab. 1945). 

Observațiile efectuate au dovedit că formaldehida se leagă de poli- 
glutamină prin gruparea —HH2. care este înlocuit de —OH. Aceste 
proteine desaminate leagă o cantitate redusă de formaldehidă. 

Lisina are o importanţă particulară în fixarea proteinelor de către 
formaldehidă (fig. 53). 


HONC — HC— CH,— CHz—CHa— NH3 + H CO —(CH3)4NH - HCOH 
A formaldehida 
à 


Lisina 


Grupul OH arątă că această ecuație este reactivă şi între două 
lanțuri proteice se formează un pod metilen (—CH-—), fiecare posedă un 
grup amino —NH—CH—NH—. 

Formaldehida nu coagulează nucleoproteinele şi nu precipită ADN 
din soluție. Multe lipide sînt bine conservate de formaldehidă, deşi nu 
este necesară fixarea lor. Trigliceridele şi colesterolul, de exemplu, nu 
sînt dizolvate. Formaldehida fixează lipidele din țesuturile adipoase, în 
locul lor de depozitare. Fosfolipidele sînt slab dizolvate de formaldehida. 

Formaldehida poate, de asemenea, reacționa cu lipidele nesaturate 
prin legăturile duble din lanțurile acizilor graşi. 

În această reacție, formaldehida acționează ca un agent de oxidare. 

H H 

|o și] 
~ Formaldehida fixează glicogenul care adeseori se găseşte în rela- 
ție intimă cu proteinele ; este component de bază al fixatorilor folosiți 
pentru evidențierea glicogenului; are o rată de penetrație mare, 
k = 3,6; determină o ușoară umflare a gelului de gelatină-albumină 
şi o întărire accentuată ; forma celulei este bine conservată. În regiunea 
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citopalsmei expusă acţiunii formaldchidei apare tendinţa de a se forma 
mici bule de aer și granule foarte fine. Mitocondria şi picăturile de lipide 
sint în general foarte bine conservate. Nucleul se conservă în starea 
lui inițială. Nu este necesară o spălare specială a ţesuturilor fixate cu 
formaldehidă, deoarece este foarte solubilă în apă şi alcool etilic: 

În secţiunile efectuate dupâ includerea materialului în parafina 
agregatele celulare sînt separate prin spaţii largi, iar citoplasma se 
stringe în regiunea nucleului. Majoritatea picăturilor de lipide sînt 
dizolvate. Nucleul interfazic este bine conservat, în schimb cromozomii 
nu sînt fixaţi în bune condițiuni. Proteinele fixate cu formaldehidă sc 
colorează cu coloranți bazici. Această afinitate pentru coloranţii bazici 
sc datoreşte faptului că grupările acide ale proteinelor nu sînt afectate 
de formaldchidă. Grupările bazice ale proteinelor sînt blocate de formal- 
dehidă, care reduce afinitatea pentru coloranţii acizi. Afinitatea pentru 
coloranții acizi nu este afectată în întregime deoarece reacţiile dintro 
proteine și formaldehidă se desfăşoară în ritm lent şi proteinele nu au 
posibilitatea să înglobeze întreaga cantitate de formaldehidă. 7 

Formaldehida este unul din cei mai utilizați fixatori în studiile de 
microscopie electronic. 'ÞȚesuturile fixate cu formaldehidă filtrează mult 
mai uşor electronii comparativ cu cele fixate cu acetat de uranil şi per- 
manganat de potasiu. l 

Formaldehida este compatibilă cu clorura mercurică şi acidul acetic; 
reduce lent tetraoxidul de osmiu şi bicromatul de potasiu şi rapid hidro- 
xidul de crom. i 


Tetraoxidul de osmiu (0s0,) 


Tetraoxidul de osmiu se prezintă sub forma unor cristale galben-pal, 
solubile în apă în concentraţie de aproximativ 70/, (70/0 w/W). În tetraclo- 
rură de carbon solubilitatea este de 375%/, w/W. Concentrația standard 
este de 10/ w/v în soluţie apoasă. Cristalele de OsO, se topesc la 41° şi 
încep să sublimeze la o temperatură mult mai scăzută. Gazul emanat 
atacă mucoasele ochiului. nabului și gurii. _ Wa l 

În soluție tetraoxidul de osmiu acceptă o moleculă de apă şi devine 
persomat de hidrogen (H20s0;). Ionizează într-un minut şi produce 
ioni de hidrogen și HOsO;. Acidul osmic (H20s0,) nu se foloseşte ca 
fixator. 

Tetraoxidul de osmiu este un oxidant moderat. O soluţie de tetraoxid 
de osmiu 250% are potenţialul de oxidare de 0,64 volţi. În procesul de 
reducere este pierdut dioxidul de osmiu hidratat, de culoare maro sau 
negru (OsO, 2H20). ' | | 

OsO, nu coagulează soluţia de albumină şi nucleoproteinele. OsO, 
este un fixator aditiv avînd capacitatea să reacționeze simultan la ambele 
capete ale dublelor legături prezente în moleculele multor substanțe 
organice (B ir d, 1951) (fig. 54). i - 

7 
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Cele mai multe combinaţii ale osmiului sub formă de tetraoxid de 
exemplu, sînt închise la culoare sau se colorează în negru-uniform, fiind 
un criteriu de identifcare a substanţelor care reacționează cel mai puter- 
nic cu OsO,, formînd precipitate de culoare închisă. După cum este cu- 
noscut aceşti aminoacizi conţin legături duble cu care reacționează 
S (fig. fi 
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Triptofan Histidină 
| î 


Proteinele care conţin o proporţie ridicată de triptofan sau histidină 
au o reactivitate particulară cu OsO, fiind o corelaţie directă între con- 
ținutul în triptofan şi capacitatea proteinei de a forma soluţii apoase și 
de a fi gelificată de către OsO, (Porter și Kalman, 1953). 

Osmiu acționează astfel, ca o punte între cele două componente 
proteice și asigură fixarea proteinelor (fig. i 


T O ai CH 
pb 


Triptofanul şi | nu Sînt singurii aminoacizi liberi care for- 
mcază în contact cu OsO,, un precipitat. Cisteina, de cxemplu se com- 
portă asemănător, deşi molecula ei nu pesedă duble legături. 

Baker (1964) consideră că triptofanul și histidina au un rol im- 
portant în colorarea proteinelor din ţesuturi și evidențiază faptul că 
proteinele fixate cu OsO, blochează gruparea NE; din aminoacizii bazici, 
în special din lisină, deşi nu este încă elucidat mecanismul blocării. 
Unele proteine care conţin o cantitate mai mare de lisină şi arginină, 
prin fixarea cu OsO, se închid la culoare, în schimb protaminele care 
conțin o cantitate ridicată de arginină se colorează foarte puţin, la tem- 
peratura camerei. 

Din această succintă prezentare se poate trage concluzia că OsO, 
nu determină totodeauna colorarea ţesuturilor, ca o consecinţă a reacției 
între OsO, şi proteinele celulare. | 

Tetraoxidul de osmiu nu precipită ADN din soluţie. 

Tetraoxidul de osmiu înegreşte toate categoriile de lipide ncsatu- 
rate și nu acționează asupra celor saturate — ceea ce se presupune cu 
acționează la nivelul dublelor legături. 

Tctraoxidul de osmiu este solubil în lhpide și poate pătrunde în lipi- 
dele saturate. Prin introducerea țesutului în alcool etilic, tetraoxidui 
de osmiu este redus la bioxid de osmiu, de culoare neagră. Nu a fost 
elucidată cauza înegririi mult mai lentă a lipidelor conjugate cu toate 
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că în mod obișnuit au un grad mai ridicat de nesaturare decît amestecu- 
rile de trigliceride. | - 

Dacă înainte de includere se folosesc soluţii adecvate, cum sînt 
benzcnul şi cloroformul, țesutul fixat cu tetraoxidul de osmiu poate fi 
inclus în parafină fără riscul de pierdere a lipidelor nesaturate. 

În cazul în care lipidele nesaturate sînt înnegrite de tetraoxidul de 
osmiu, lipidele eliberate sînt solubile în soluții lipidice, cum sînt ben- 
zenul și cloroformul. 

După fixarea ţesuturilor cu OsO; componenta saturată a particulei 
lipidice poate fi dizolvată în timpul deshidratării și includerii. În con- 
diţii obișnuite de fixare OsO, nu reacţionează cu hidraţii de carbon. 

Rata de penetnaţie nu este constatată. Astfel, în primele 16 ore de 
la includerea țesutului în OsO, rata de penetraţie este de 1,0, după 16— 
144 orce valoarea lui k scade la 0,31. ' 

Volumul țesutului fixat cu OsO, suferă modificări lente. Gelul de 
gelatină-albumină se contractă ușor. Țesutul supus acțiunii OsO, rămîne 
moale. Tetraoxidul de osmiu se spală cu apă de robinet pentru a împic- 
dica reducerea ulterioară, datorită alcoolului etilic. Pentru studii de 
mircoscopie electronică, țesutul poate fi trecut direct din fixator în 
alcool etilic 50 sau 700/9. 

Tetraoxidul de osmiu conservă în condiţii bune structura celulei 
vii fiind unul din cei mai buni fixatori. i 

Țesutul fixat cu tetraoxidul de osmiu şi inclus în parafină suferă 
distorsiuni. Celulele se unesc în agregate care se contractă, iar între cle 
apar spații de dimensiuni diferite. Citoplasma se contractă în jurul nu- 
cleilor. Cromozömii, în special în prima fază meiotică sînt slab fixați. 

Coloranții acizi acționează foarte superficial asupra țesutului fixat 
cu teraoxid de osmiu, în timp ce coloranții bazici sînt absorbiți de sucul 
nuclear şi citoplasmă. Din această cauză nu este posibil să se obţină o 
colorare diferențiată. 

În microscopia electronică OsO, se foloseşte pentru evidenţierea 
structurii fine a citoplasmei şi a organitelor celulare. Fiind cunoscută 
eficiența formaldehidei în fixarea țesutului ce urmează să fie examinat la 
microscopul fotonic sau electronic, se recomandă efectuarea unci fixări 
duble. Prima fixare se realizează cu formaldehidă, iar a doua cu OsO, 
aceasta fiind denumită post-osmificare. 

Totraoxidul de osmiu reacţionează cu alcoolul etilic şi formaldehida 
și este compatibil cu clorura mercurică, trioxidul de crom și bicromatul 
de potasiu. Clorura mercurică, bicromatul de potasiu și trioxidul de crom 
împiedică reducerea tetraoxidului de osmiu, în prezența luminii. 


6.3. TEHNICI DE PREPARARE ȘI UTILIZARE - 
A FIXATORILO& CITOLOGICI 


Formaldehida şi teraoxidul de osmiu, sînt singurii fixatori primari 
care sînt folosiți ca atare, fiind numiţi și fixatori simpli. Marea majo- 
ritate a soluţiilor fixatoare, folosite în studiile de citologie, histologie, 
embriologie vegetală sau animală, sînt constituite din două sau mai 
multe substanțe chimice, combinate în diferite proporţii. La realizare: 
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amestecurilor fixatoare s-au luat în considerație proprietățile fizico- 
chimice ale fiecărei substanțe, urmărindu-se ca printr-o acţiune com- 
plementară să fie eliminate neajunsurile pe care le prezintă compo- 
nenții fixatorului. ' 

Baker (1969) clasifică amestecurile fixatoare în patru grupe: 

grupa I — cuprinde soluțiile fixatoare care conțin o substanță coa- 
gulantă şi acid acetic (Clarke, Zenker, etc.). Se folosesc în studiile 
de anatomie şi histologie. 

grupa a H-a — cuprinde amestecurile fixatoare care conţin substanţe 
necoagulante și acid acetic. Se folosesc în studii de histologie, citologic 
și în special pentru studiul cromozomilor Flemming, Allen, 
Bouin etc.). 

grupa a Ill-a — amestecurile fixatoare încadrate în această grupă 
conțin substanțe coagulante și necoagulante și se folosesc pentru eviden- 
țierea organitelor citoplasmatice (Helly, Champy, Flemming — 
fără acid acetic, Mann, Zenker — fără acid acetic). 

grupa a IV-a — cuprinde fixatori necoagulanţi simpli și se folo- 
sesc pentru studiul organitelor citoplasmatice (Altman, Regard, etc.). 

De remarcat că marea majoritate a amestecurilor fixatoare conții 
substanțe coagulante (grupele I, II și III), țesuturile putînd fi astfel 
incluzionate în parafină. 

1. Acidul picric 

Se foloseşte ca fixator mai ales în amestec cu acid acetic, acid azotic, 
formol sublimat. | 


De obicei se utilizează sub forma unei soluții apoase saturate, care 
se prepară prin dizolvarea a cca 1,2 g acid picric în 100 ml apă la 100`C. 
În alcooh acetonă, cloroform, acidul picric se dizolvă mult mai bine. Din 
acest motiv se recomandă ca după fixare, materialul să fie spălat în 
alcool 70—800. 


2. Alcoolul formolat (Schaffer) 


Alcool etilic 90—007 90 a VL ee aaa de sait aa aht iA parti 
Formol . . s wea a ee a a E at a aoa ar ri parte 
3. Fizatorul Allen I 
Acid cromic . . . . a... =-=. Íi g 
Acid acetic saca E A Dee E EE SE 
Uree m duan a a Ga a ea 09e 
Apă distilată | é a asi ES 100 ml 


Se utilizează pentru fixarea tesaturi vegetalo. Timpul de fixare 
este de 24 ore, după care se face o spălare, timp de 6—24 ore. 
4. Fixatorul Altmann (1894) 


Se cunosc trei variante ale acestui fixator : 
I. Tetraoxid de osmiu 2%, (soluție apoasă) 1 volum 
Bicromat de potasiu 5% (soluție apoasă) 1 volum 


II. Tetraoxid de osmiu 20/, (soluţie apoasă) 1 volum 
Bicromat de potasiu 30/, (soluție apoasă) 4 volume 


III. Tetraoxid de osmiu . . . . . . . 2g 
Bicromat de potasiu . . . . . . g 
Apă distilată . . . . . . . . . 100 ml 
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Bicromatul de potasiu și tetraoxidul de osmiu se dizolvă în apă 
distilată. Altmann a folosit acest amestec pentru evidenţierea mi- 
tocondriei. Se apreciază că fixatorul Altmann se foloseşte cu cele mai 
bune rezultate atit în microscopia optică cît și în microscopia electro- 
nică. Se recomandă ca piesele care urmează să fie fixate să nu depă- 
șească 2 mm grosime. 

Citoplasma celulelor fixate cu reactivul Altmann are un aspect 
omogen, organitele celulare îşi menţin forma — parţial datorită fap- 
tului că citoplasma inconjurătoare nu este distorsionată prin coagulare 
— ambii constituienţi ai fixatorului fiind fixatori lipidici. 

Se obţin rezultate bune după o fixare de 4 zile, efectuată la în- 
tuneric, la o temperatură scăzută. 

Bicromatul de potasiu are capacitatea de oxidare mai mare decît 
teraoxidul de osmiu, previne încgrirea excesivă a ţesuturilor și uşu- 
rează colorarea cu coloranţi acizi. Reactivul Altmann nu poate fi folosit 
pentru studiul nucleului și cromozomilor, deoarece determină dizol- 
varca nucleoproteinelor. De asemenea materialul astfel fixat nu poate 
fi incluzionat în parafină, deoarece țesuturile suferă distorsiuni sau 
fragmentări, iar secţiunile executate la microtom nu pot fi etalate pe 
lamă. 

Bicromatul de potasiu poate fi înlocuit cu bicromatul de amoniu, 
pH reactivului ce conţine bicromat de potasiu este de 4,0, iar cu bi- 
cromat de amoniu aproximativ acelaşi. 

Se recomandă folosirea reactivului Altmann cu bicromat de amoniu 
pentru evidențierea mitocondriilor. Mitocondriile din celulele de la su- 
prafaţa țesutului incluzionat nu sînt bine fixate, în schimb cele din 
celulele plasate în interiorul țesutului sînt mult mai bine, fixate de bi- 
cromatul de amoniu. 

După fixare, materialul se păstrează 8 zile în bicromat de potasiu 
3%/9 şi se spală cu apă de robinet 24 ore. 

5. Fixatorul Battaglia 


Alcool etilic 950/ ro w E Tata ea der da De părti 
Cloroform : E ni ae 0 Aa ie ad Co. o o Í parte 
Acid acetic glacial s e woa s aa se a de parte 
Formol . . Saot de a parte 


Materialul este bine fixat dup 5 minute; Se jëcomanda pentru 
studii de citologie. 


6. Fixatorul Benda 


Acid osmic 20%% - e . a n 2m 
Acid .cromic 19%% . i e e e e a e 25 ml 
Acid acetic glacia . . . . . 5—6 picături 


Se prepară în momentul utilizării şi se păstrează în sticle colorate 
la rece. Materialul se fixează 24 ore după care se spală în apă 5—6 ore. 
7. Picroformolul Bouin 


Acid picric (soluție saturată) . . . . . . i părţi 
Formol 40%% >. . . . a e e, . 1 parte 
Acid acetic glacial . . zog 50/9 


Acidul acetic glacial poate fi înlocuit « cu “acidul triclor acetic 20/. 
Se prepară în momentul utilizării. Se folosește ca fixator în studiile 
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de histologie şi citologie. Fiind un fixator cu o rată de penetraţie foarte 
mare se pot fixa piese destul de mari, iar timpul de fixare poate fi pre- 
lungit pînă la 3 zile, fără riscul de a deteriora materialul. Pentru în- 
depărtarea fixatorului materialul se introduce în 2—3 băi de alcool 900/9. 


8. Fixzatorul Bouin-llollande 


Acetat neutru de cupru FD SD A E o: dc 
Acid picric . e e e ee e e e e 40. 
Formol 4004  . . . a a a 10,0 ml 
Acid acetic glacial . . . . . . . . . . 15 ml 
Apă distilată . . . . . , . e e e . „100 ml 
Modul de preparare — într-un mojar cu apă distilată se dizolvă 


acetatul ncutru de cupru, în care se adaugă treptat acidul picric. După 
dizolvarea completă se filtrează. Se adaugă formolul și acidul acetic 
glacial. Fixarca se realizează în 72 ore, după care materialul se spală 
cu apă distilată rece. Este un fixator cu o rată de penetrație mare, 
recomandat pentru fixarea proteinelor şi lipidelor, din țesuturile ve- 
getale. 


9. Fixatorul Bouin-Maire (picroformolul Duboscq-Brasil sau picro- 
formolul Duboscq) 


Soluția A 
acid picric . . e d a BE de a E E E = 
acid acetic glacial E a E T Si E. 
formol 4007 . . . . aaa e a e e 20ml 
alcool etilic 7004 . . . . . . . „ . . . Wml 
Soluţia B 
acid picric . à aT a e a et mit seriei “Lg: 
acid acetic glacial iii 
formol 400/ . . . . . ce e a 150ml 
alcool etilic 7007 . . . . . . . e. e . .150ml 


Modul de preparare : se dizolvă acidul picric în alcool, iar în mo- 
mentul folosirii se adaugă celelalte substanțe. Materialul se fixează 
timp de 24—48 ore, după care se spală în alcool etilic 700%% (care se 
schimbă de 3—4 ori) și apoi în alcool etilic absolut sau alcool etilic 
960/, pînă dispare culoarea galbenă. Materialul fixat se spală în apă 
de robinet, 30 minute. Este recomandat pentru studiul nucleului şi cro- 
mozomilor. 


10. Fizatorul Brodski 


Alcool etilic . cl parte 
Formol . . pou m i 
Acid acetic glacial eoa‘ a a e 0,3 Părți 


Fixatorul Brodski se folosește pentru studii de arhitectură celulară 
şi citochimie (în mod deosebit fixează ARN). Durata de fixare este de 
1—1,5 ore, maximum 6 ore. După fixare materialul trebuie spălat cu 
apă de robinet în jet continuu, sau cu alcool etilic 10% schimbat de 
3—4 ori. 
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11. Fixatorul Buller 


Formol 400% . . . . cc... . . a‘ 5ml 
Acid acetic glacial . . . . . . . . , . . Sml 
Alcool etilic 50% . . . . ; . 91 ml 


Se recomandă pentru fixarea ciupercilor, în vederea evidențierii 
nucleului. Fixarea durează 8 ore, după care materialul se spală în al- 
cool (diferite concentrații) şi apă. 

12. Fizatorul Carnoy 

Se foloseşte cu rezultate similare în mai multe variante 

I. Alcool etilic absolut . . . . . . . . 6 părţi 


Acid acetic glacial . . . . . . . . . 1 parte 

Cloroform .. Dow dea ae a a E Sri parti ` 
II. Alcool etilic absolut Io ee pe de ge ap ele aa parti 

Acid acetic glacial . . . . . 1 parte 


Se foloseşte frecvent pentru fixarea E iezi iului necesar studiilor 
de citologie, în special pentru evidenţierea nucleului și cromozomilor. 
Are o pulere de penetrație mare și rapidă. Fixarea se relizează în 
1—12 ore. Se pregăteşte în momentul folosirii numai în cantitatea ne- 
cesară. Uneori acidul acetic este înlocuit cu acidul propionic. 


I. Alcool etilic 950%% . . . . . . . . ` 3 părţi 
Acid propionic . , . . . . . . . 1 parte 

II. Alcool etilic 95% . .'. . . . . . 100 ml 
Acid propionic . . . . . . . . . 100 ml 
Hidroxid de fier . . . . . . . . 04g 


La 10 ml amestec fixator, se adaugă cîteva picături de carmin îna- 
inte de întrebuințare. 


III. Alcool etilic absolut . . . . . . . . 3 părţi 


Acid propionic . . . . . . . . . . I parte 
Cloroform . . pe e cap a ai A părti 

IV. Alcool etilic 95 eee e e + 15 părti 
Formol . . pi d mie a da pie i a pante 
Acid propionie . . . . . . . . „ . 2 părţi 

13. Fixatorul Champy 

Bicromat de potasiu 39% . . . . . . . . .7ml ; 

Acid osmice 20/04 ml 

Acid cromic 19% . . . . . ; g a a a Ml 


Soluțiile se prepară separat şi sc amestecă în momentul utilizării, 
iar proporţiile indicate se folosesc pentru fixarea mitocondriilor. 


14. Reactivul Clarke (1851) 
Alcool etilic absolut . . . . . . . . 3 volume 
Acid acetic glacial . . . . „a. . I volum 
Reactivul Clarke este primul fixator folosit în studiile de citologie 
şi histologie. Deşi componenţii 'reactivului Clarke nu sînt fixatori de 
calitatea superioară, sînt preferaţi altora, în numeroase studii de cito- 
logie. Contractarea țesutului determinată de alcoolul etilic este com- 
pensată de acţiunea acidului acetic. Acidul acetic solubilizează nucleo- 
proteinele care sînt eliberate din sucul nuclear și ambii constituenți, 
nucleoproteinele și sucul nuclear, sînt fixaţi de alcoolul etilic. 
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Reactivul Clarke este frecvent folosit în studiile de citologie, histo- 
logie, histochimie şi anatomie fiind recomandat pentru studiul morfo- 
logiei și numărul cromozomilor. Anulează fixarea aditivă avind drept 
urmare modificarea punctului -izoelectric al proteinelor. Nu se reco- 
mandă pentru studiul incluziunilor citoplasmatice. 

15. Cloroformul (CHCl) — este un lichid incolor, cu un miros dul- 
ceag caracteristic, cu punctul de fierbere la 61,5*C şi” densitatea de 
1,498. Este puţin solubil în apă și se dizolvă uşor în alcool, eter şi te- 
traclorură de carbon. Se utilizează numai în amestecuri fixatoare. Di- 
fuzează în complexele lipidice ale citoplasmei. 

16. Solutie cromo-acetică 


Acid cromic 1% . . . . e e... „TOml 
Acid acetic 10% . . Erir 30 ml 
Materialul se fixează 24 ore, după care se poate deshidrata în ve- 
derea includerii în parafină. 
17. Reactivul Flemming (1884) 


Reactivul Flemming se foloseşte în mai multe variante : 


I. Trioxidul de crom 5%%ọ . . . . . . . .0,3 ml 
i Tetraoxidul de osmiu 20%% . . . . . .40 ml 
Acid acetic 200%% . . 0.022022 . „0,5 ml 
Apă distilată . . . a. . 08 ml 
pH = 1,4. Acidul acetic nu modifică valoarea pH. Trioxidul de crom, 


tetraoxidul de osmiu și acidul acetic, sînt dizolvaţi în apă distilată. 
Trioxidul de crom coagulează proteinele iar tetraoxidul de osmiu este 
un agent necoagulant al proteinolor. , 


II Soluția A 
Acid cromic 1079 se Cai. ste Mac o în ea eg sie a Il ITI 
Acid acetic glacial . . . . . . . . . iml 
Apă distilată . . are re e e a de a s a ADR 
Soluția B 
Acid osmice . . eo e dee d 8 a a aie ai 2 de 2g 
Acid cromic 19% . . . . ©... . 100 ml 


Soluţiile se prepară separat şi se aesti în oase folosirii 
în raport de 1:1. 


III. Acid cromic 10f . . . . 15 ml 
Acid osmic 20% . . . . . n . . . . 4ml 
Acid acetic glacial . . . . AO E E E o 


Se recomandă păstrarea în sticle colorate şi la întuneric. Pentru a 
evita alterarea, acidului osmic se procedează astfel: se dizolvă 0,5 g 
tetraoxid de osmiu în 118,7 ml acid cromic 10%. În momentul folosirii 
se adaugă 1 ml acid acetic, la 19 ml amestec de tetraoxid de osmiu 
și acid cromic 10%. Se recomandă folosirea acestui reactiv în cazul co- 
lorării cu anilină sau safranină. După fixare se spală 12 ore la un jet 
de apă de robinet. 

IV. Flemming diluat 

Acid osmice 20% . . . . aaa a e e 25 ml 
Acid cromic 10%% . . . . . . e e . e - 12,5 ml 


128 


Acid acetic 104 . . . . . . o... . . 50 ml 
Apă distilată . . . . . . . „a. 30,0 ml 


Se recomandă fixarea unor piese aiiatâinilea a căror grosime nu 
trebuie să depăşească 2 mm. Reacuivul poate fi îndepărtat “din piesele 
fixate prin spălarea în apă de robinet. Se apreciază că un rol impor- 
tani în obţinerea unor rezultate de calitate sup.rioară f} are consti- 
uientul necoagulant, deși după includerea în parafină nu asigură obţi- 
nerea unor secțiuni de bună calitate. În schimb constituienţii coagu- 
lanţi, acidul cromic sau trioxidul de crom, determină spaţii în care 
pătrunde parafina. Trioxidul de crom se folosește pentru. fixarea ce- 
lulelor ia care se studiază cromozomii. În absenţa substanţelor necoa- 
gulante, incluziunile citoplasmatice sînt deformate mecanic sau uneori 
chiar distruse. Rezultă că trioxidul de crom (componenta coagulantă) 
și tetraoxidul de osmiu (componenta nccoagulantă) au o acțiune com- 
plementară, fiind astfel eliminate deficienţele pe care le-ar produre în 
materialul fixat, dacă ar acţiona separat. Acidul acetic arc o acţiune 
de prevenire a micșorării excesive. Tesuturile fixate exclusiv în acid 
acetic îşi măresc volumul, dar se contractă intens printr-o deshidratare 
ulterioară. Dacă ţesuurilet sînt stabilizate printr-o acțiune simultană a 
unui fixator proicic, starea de contracție este mult mai puţin pronun- 
tată. 

Unul din neajunsurile reactivului Flemming constă în accea că, 
substanțele chimice componente pătrund în țesut cu viteze diferite. 


Tetraoxidul de osmiu acţionează intens asupra zonei externe a ţe- 
sutului. iar trioxidul de crom și acidul acctic asupra celci interne. Din 
această cauză coloranţii nu sînt eficienţi. Citoplasma celulelor fixate cu 
reactivul Flemming este omogenă, putînd fi bine evidenţiate diferite 
incluziuni ciioplasmatice. De asemenea nucleul și cromozomii sînt bine 
fixati. 


18. Formaldehida (HCHC) 


Formaldehida 400% W/v . . . . . z.. .10ml 
Clorură de sodiu 1004 . . . . . . . . . Zm 
Apă distilată . . . . . . <- . -833ml 


Formaldehida este frecvent folosită ca , fixator simplu în studii de 
microscopie fotonică. Pentru aceasta, formaldehida se dizolvă într-o 
soluție apoasă de 100%% de sare de bucătărie în concentrația care deter- 
mină aceeași presiune osmotică sau mai scăzută ca a organismului în 
stare vie. Soluţia de formaldchidă se păstrează un timp mai îndelungat 
prin adăugarea de carbonat de calciu. pH soluției este 7,6. Din țesutul 
fixat, formaldehida se îndepărtează prin spălare cu alcool etilic 50%0/. 
Se apreciază că sărurile care se adaugă formaldchidei contribuie la 
obținerea unei fixări de calitate superioară, cvitind sau reducînd con- 
tractarea țesutului,.sau apariția unor fisuri cauzate de formaldehidă. 

- Este un fixator des întrebuințat în special pentru păstrarea mate- 
rialului biologic. 

Ca fixator simplu, formaldehida este folosită în special pentru fi- 
Xarea lipidelor în vederea efectuării unor studii de histochimie. Difu- 
zează ușor, nu formează precipitate şi păstrează structura și culoarea 
țesutului. 
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După o fixare în formaldehidă, timp de 6 ore, se recomandă ca ţe- 
sutul să fie transferat în soluţie saturată de bicromat de potasiu, păs- 
trată în termostat la 37°C, pentru una sau două zile. Țesutul fixat se 
spală în apă de robinet timp de 10—12 ore. Păstrarea timp îndelungat 
determină alterarea structurilor fine. Este mai puţin indicat pentru 
citologie. Se recomandă păstrarea în sticle colorate, la temperaturi mai 
mari de 9°C. 

19. Fizatorul Gammalund 


Sulfat de cupru (soluţie concentrată) . . . 15 părţi 
Formol . e ee e a a i pe ad at ae de 1 parte 
Apă distilată . . . . 5 părți 


După păstrarea în fixator Gammalund, materialul se transferă în 
soluție de formol (50 ml formol in 1000 ml apă distilată). Se foloseşte 
pentru fixarea cloroplastelor. 

20. Reactivul Helly (1903) 


Clorură mercurică . . . . . . . . .. 5g 
Bicromat de potasiu . . . . . . . . . 25g 
Sulfat de sodiu > inca! cintat e mi ce omida E 
Apă distilată . . . . . . . 100 ml 


Înainte de folosire, la 10 ml aiy Helly se adaugă 0,5 formalină, 
neutralizat cu carbonat de calciu, pH reactivului Hellly este de 3,7. 

Tesuturile se fixează în circa 12 ore la întuneric. Reactivul Helly 
se îndepărtează din țesut prin spălarea la un curent continuu de apă de 
robinet sau prin introducerea şi menținerea materialului timp de 24 
ore într-o soluţie apoasă saturată de bicarbonat de potasiu, la 37°C. 

Țesutul fixat se deshidratează în seria de alcooli şi se tratează cu 
iod. Reactivul Helly este unul dintre cei mai buni fixatori pentru evi- 
denţierea incluziunilor citoplasmatice din celulele ţesuturilor incluzio- 
nate în parafină. 

Reactivul Helly conţine o substanță care coagulează proteinele 
(clorura mercurică), alta necoagulantă (formaldehida) şi un fixator al 
multor lipide (bicromatul de potasiu). 

Deşi are o compoziție asemănătoare cu reactivul Zenker, formal- 
dehida si bicromatul de patosiu au o acțiune complet diferită asupra ţe- 
sutului în comparaţie cu acidul acetic şi bicromatul de potasiu. 

Clorura mercurică şi formaldehida nu au acţiune conjugată asupra 
cjtoplasmci, care devine spongioasă, favorizînd pătrunderea parafinei 
cu uşurinţă. 

Postcromatizarea se recomandă pentru studiul mitocondriilor. În 
general mitocondriile sînt bine fixate cu excepţia celor din ficatul ma- 


miferelor care au tendinţa de scurtare şi rotunjire. N 

21. Fizatorul Karpecenco (1927) 

Soluția A 
Acid cromic . . aoa cal ta lea o de em ua Eg 
Acid acetic glacial Eo Aa sa r a a gA a ee OT 
Apă distilată z aaea a E ce piete a a Aag ml 

Soluţia B 
Formol 40%% . . . . . a... . e o 0d 
Apă distilată  . + e a e me e a su 40 ml 
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Soluţia A şi B se prepară separat și se amestecă în momentul utili- 
zării. După fixare materialul se -spală în apă rece. Pentru realizarea 
unei mai bune colorări, secţiunile se vor spăla într-o soluţie de acid 
cromic 3% şi acid acetic 1,50% timp de 30—80 minute urmată de o 
spălare în apă 30 minute. 

22. Fizatorul Levitski 


I. Acid cromic 104 . . . . . . . . . . 3ml 
Formol 4% (1004 industrial) . . . . .17 ml 
Durata de fixare este de 2 zile 
II. Acid cromic 104 pe oi a le Da fi mai dy Sale Id, 
Acid osmic 2% -. . . . . . . . . . 2ml 
Apă distilată . . . . . . . . . . .18ml 
Durata de fixare este de 6 zile 
II. Acid cromic 1%% . . . . . . e. . „5 ml 
Acid osmice 204 . . . . . . . . . . 4ml 


Fixarea se face în 9 zile 

Materialul fixat în soluţia I este trecut în soluţia II sau III. După 
fixare, materialul se spală cu apă de robinet în jet continuu, timp de 
24 ore. Se foloseşte pentru fixarea mitocondriilor. 

23. Fixatorul Mann 


Biclorură de mercur . . . . . . . . . 20g 

Acid picric . . Pe o deo ee d ae A 
Formol 4004 . . . e e, 20ml 
Apă distilată . . . ; . . . 100 ml 


Se dizolvă biclorura de mercur în apa fiartă după care se adaugă 
acid picric. În momentul utilizării se adaugă formolul în ambele soluții. 
O altă variantă a fixatorului Mann are următoarea compoziție : 
Acid osmice 1%% . sey dee der ae pa a ak oparte 
Sublimat de NaCl 750% eee 1 parte 
Fixarea se realizează în 24—72 ore, la întuneric. 

Se utilizează în studii citologice. 
24. Fixatorul Maximov 


Solutie Müller . . . . . . . „ . . 100 ml 
Biclorură de mercur . . . . . . . . . 5g 

Acid acetic glacial . . . 4 . . . . . . ml 

Formol 40% a 10ml 

Acid osmice 104 . . . . . . . . . „ + 10ml i 

Soluţia Müller are următoarea compoziłie : 

Sulfit de sodiu . . . . . . . . . . . lg 
Bicromat de -potasiu . . . . . . . . . 25g 

Apă distilată . . . . . . . . . . . „100 ml 


Se separă în momentul utilizării. Fixarea se realizează în timp de 
24 ore. 
25. Fixzatorul Meves 
Acid osmice 20% . . ae cam e at ta a a a AD 
Acid cromic 1%% . . . . . . . .  . . . 50 ml 
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Materialul sc fixează 24 orc, după care se spală în apă de robinet 
6—12 ore. . 
26. Fixzatorul Modilevski 


Acid cromic, soluție apoasă 104 . . . . . .10ml 
Acid acetic glacial . z oao e e Na aaa lo ml 
Aldchidă formică (formol) 40%, 20 e cota e ao AAA] 


Sc recomandă să fie preparat în momentul utilizării şi se păstrează 
în sticle colorate la întuneric. După fixare care sc realizează în 6—24 
ore materialul se spaiă în apă timp de 6—12 ore. Se folosește pentru 
studiul cromozomilor. 

Pentru studiul sacului embrionar se recomandă o variantă a fixa- 
torului Navaşin cu următoarea compoziţie : 


Soluţia A 
Acid cromic . . ae ce dă i de ie ei N da a AE 
Acid acetic glacial a a aoi it a al eta a a Aml 
Apă distilată . . . . . . . e e e . „ 120ml 
Soluția B` 
Aldchidă formică . . . . . . . . . . . 37 ml 
Apă distilată . . . a 113 ml 


Se prepară şi se păstrează sparat Acta soluție. în momentul uti- 
lizăârii se amestecă în raport de 1:1. Materialul este ținut în fixator 
24—28 ore după care este spălat, la jet mic 24 ore. După spălare sc trece 
prin alcool etilic de diferite concentraţii 15, 35, 55, 70, 80, 90, 95%/, timp 
de 2 orc, în fiecare concentraţie. Se păstrează în alcool 70° în sticle colo- 
rate crmetic închise şi la frigider. Dacă secţiunile fixate cu reactivul 
Navaşin nu se colorează satisfăcător se vor spăla într-o soluție de acid 
cromatic 30/ şi acid acetic 1,50/; timp de 15—60 minute, după care se 
spală din nou în apă de robinet 30 minute. 

Fixatorul Navașin, are o rată de penetraţie foarte mare și produce 
o fixare excelentă. Este unul din cei mai buni fixatori care se folosesc 
în studiile de citologie şi embriologie avînd avantajul că nu determină 
deformarea ţesuturilor și celulelor. 


28. Fixatorul Nemet e on 
II. Acid picric (soluție saturată) . . . . . 100 ml 
Acid sulfuric concentrat , . . . . . 05ml 
Acid acetic glacial . . . . . . . . 705 ml 


Materialul se fixează 24 ore după care se spală cu alcool etilic 600. 
Se foloseşte pentru evidențierea plasmodesmelor. În același scop se folo- 
seste, de asemenea, un amestec format din alcool etilic 700/, — 50 părţi 
şi formol — 10 părţi. Fixarea se face timp de 24 ore, după care materia- 
lul se spală în alcool etilic 700/, şi se păstrează în alcool etilic 960/0. 


29. Fizatorul Newcamer 


Alcool izopropilice . . . . . . . . . . 6 părți 
Acid propionic . . . . . . .. . „e. 3 Părți 
Dioxāan. so s odo era e e re er e se di i ÎL Darie 
Acetonă . e ba i pe e ac a a a si Parte 
Eter de petrol Loe eat Mai fa e e ae e be parte 
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Se folosește pentru fixarea spicelor de graminee în vederea studiu- 
lui diviziunii reducţionale (meiozei). Spicele tinere se fixează timp de 
24 ore la temperatura camerei. După fixare, spicele se păstrează în fixa- 
tor Newcamer, în eprubete închise ermetic sau în sticle cu dop rodat, 
în frigider. În ultimul timp se folosește şi pentru fixarea rădâcinilor 
adventivce la care se studiază mitoza. 

30. Fizatorul Regaud 


I. Bicromat de potasiu 3% E 1 0 E ml 
Formol 4% . . .. . . 10 ml 


Are un efect similar fzatorülvi Ament: Se prepară în momentul 
folosirii. Se obțin rezultate după o fixare de 4 zilg, la întuneric urmată 
de un tratament cu o soluție de bicromat de potasiu 30%/, timp de 8 zile. 
Materialul astfel fixat se spală în apă de robinet 24 ore. 

II. Bicromat de popa 3o . . . . . . . 80ml 


Formol . . . a . 20 ml di 


__ Materialul se fixează timp de 4 zle la intinne zilnic fiind înlocuit 
fixatorul. După fixare, materialul se trece în soluție de bicromat de 
potasiu 3049, timp de 8—13 zile, după care se spală în apă distilată, 24 ore. 


31. Tetraozidul de osmiu (0s0,): 


Tetraoxidul de osmiu dă rezultate excelente dacă nu se foloseşte în 
amestec cu alți fixatori primari şi dacă țesutul fixat este incluzionat 
într-o substanţă potrivită cum este metacrilatul. În situaţia în care inclu- 
zionarea se face în parafină țesutul se contractă și suferă distorsiuni. 
Tctraoxidul de osmiu se folosește ca fixator în special în microscopia 
electronică în concentraţie de 10/, w/w/ în apă distilată. Rezultate, de 
asemenca excelente, se obţin dacă tetraoxidul de osmiu ceste dizolvat în 
soluție tampon Michaelis — pH = 7,4 (Claude, 1962; Malhotra, 
1962). OsO, pătrunde în țesut lent și produce cele mai mici modificări 
în structura citoplasmei şi nucleului. Se folosește pentru fixarea mito- 
condriei, grăsimilor, lipoizilor etc. 


32. Sublimatul acetic 


Biclorură de mercur . . . . . . . . . 2 g 
Acid acetic glacial . . . . . . . . . . 2ml 
Apă distilată ali d cei va e tau ta >s 100ml 


Sc utilizează în studii de citologie la ciuperci. Fixarea se realizează 
în 12—24 ore. Colorantul adecvat pentru o asemenea fixare este hemato- 
xilina forică şi eosina. 


33. Fixatorul Zenker (1894) 


Clorura de mercur . . . . . . . .... 5 g 
Bicromat de potasiu . . . . . . . . .  25g 
Sulfat de sodiu . . . . . . . .. . 1 g 
Apă distilată . . . ... . . . . 100 m 


La 20 ml soluție Zenker se adaugă 1 iil acid ea glacial înainte de 
folosire pH = 2,5 (Casselman, 1959). Piesele trebuie sá fie de di- 
mensiuni foarte mici, iar fixarea se realizează în 3—6 ore. Prelungirea 
timpului de fixare duce la o colorare de calitate inferioară. Spălarea 
reactivului se realizează cu apă de robinet, timp de 10—12 ore, eventual 
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în timpul nopții. Țesutul se deshidratează prin introducerea în soluție de 
celosolv 500/9, apoi în soluţie de celosolv 0,5 w,v şi din nou în iodină 
nediluată. d 

Reactivul Zenker conţine două substanțe  coagulante a proteinelor 
(clorura de mercur și bicromatul de potasiu). Acidul acetic determină 
întărirea țesutului. Clorura de mercur asigură o bună colorare iar bicro- 
matul de potasiu, datorită acidității sale, favorizează acţiunea coloran- 
tilor acizi. Se recomandă pentru studiul incluziunilor citoplasmatice. O 
deficiență a reactivului Zenker, constă în tendința de a încreţi fibrele 
de colagen. 

Soluţii prefixatoare 

Pentru studiul morfologiei cromozomilor și alcătuirea cariotipului se 
recomandă ca materialul biologic, în special țesutul meristematic sau 
sporogen să fie prefixat cu una din soluțiile : colchicină 0,010/, emulsie 
de a«-bromonaftalena, a«-iodonaftalena, «-cloronaftalena, 3-hidroxichino- 
leină orto 0,030%/,, iar în lipsa acestora cu apă rece 1—2 ©). 

Prefixarca sc face cu scopul de a inhiba formarea fusului nuclear și 
de a determina acumularea unui număr mai mare de metafaze cu cro- 
mozomi bine individualizați şi contractați. 

Colchicina (C2Ha>5NOs) — este un alcaloid care se găseşte în natura 
în bulbii de brinduşă de toamnă (Colchicum autumnale) 2n — 38, din 
care s-a extras, în scopuri medicale, din cele mai vechi timpuri (fig. 57). 


HCO H—CO —CH, 
A SSN 


HO `F Yello 
OCHa ~=< a 
NOCH A. pă | 

Colchicina (C2H>5NOg) — fiind o substanță toxică, din punct de 
vedere chimic, este derivat aminat şi metaxilat al fenantrenului, pro- 
voacă o hipertrofie a țesutului tratat şi care este cu atit mai puternică 
cu cît în țesutul respectiv se găsesc mai multe celule în diviziune. 
Aceasta se datoreşte faptului că acțiunea toxică a colchicinei se exercită 
în special asupra fusului nuclear. La nivel molecular, colchicina acțio- 
nează asupra legăturilor sulfhidrice din molecula proteinelor, a molecu- 
lelor de riboză şi a acidului ribonucleic. Datorită acestor modificări, divi- 
ziunea celulară capătă un aspect caracteristic denumit C mitoză şi res- 
pectiv C meioză. 

Acţiunea nocivă a colchicinei se exercită asupra structurii micro- 
scopice şi submicroscopice a fibrelor fusului nuclear, provociînd o dezor- 
organizare a acestora şi inhibă formarea fusului de diviziune celulara 
(statmocineza). Colchicina poate de asemenea să determine blocarea par- 
ţială a formării fusului de diviziune  (merostatmocineza) sau orientarea 
neregulată a fusului de diviziune (tropocineza). 

Citoplasma devine mai fluidă, iar cromozomii se contractă şi se îm- 
prâștie în întreaga celulă, fără a mai forma placa ecuatorială, avînd de 
aface cu pseudometafaza. Cromozomii dispersați în celulă sînt mai scurţi ` 
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și mai groși — avînd dimensiunile caracteristice speciei, iar cromatidele 
omoloage rămîn unite numai prin centromer, luînd forma literei X. 

Pentru prefixare se foloseşte o soluție apoasă de 0,010/ în care ma- 
terialul biologic rămîne imersionat 3—3,5 ore după care este trecut în 
soluţie fixatoare. Prefixarea se face în frigider la +1 — +4°C. 

a«-Bromonajtalena (Cy9HBr). Naftalina este o substanţă solidă cu 
miros carcteristic, avînd punctul de topire la 80°C. Se prepară prin 
picurarea de brom în amestecul naftalen și CCl, Prin distilare se eli- 
mină CCI, şi rezidul se reia cu NaOH şi se distilează la presiune redusă. 
Se obțin două forme cu punctul de topire de 0,2—0,7"C și respectiv 
6,2*C. Punctul de fierbere este de 281,1“C la presiunea de o atmosferă. 
Indicele de refracție n 16,5 =— 1,66011. Prezintă slabă solubilitate în apă. 
Este miscibilă cu alcool, eter, benzen, cloroform. Se dizolvă 25 grame 
a-bromonaftalenă în 75 ml apă distilată. Se păstrează în sticle colorate 
și închise ermetic. Înainte de folosire, sticla se agită puternic, după care 
se lasă cîteva minute pentru ca excesul de bromonaftalenă să se depună 
la fundul vasului. Pentru fixare se folosește emulsia rezultată. 

În lipsa «-bromonaftalenei, care dă cele mai bune rezultate, se poate 
folosi a«-cloronaftalena  (CyoH„Cl) sau a-iodonaftalena  (C,9H7l) care se 
prepară în mod asemănător. 

8. Hidroxzichinoleina- orto Ce) 


8-hidroxichinoleina -orto . . a 003g ! 
Apă distilată . . . a. . . 100 mi 
8-hidroxichinoleina (oxina) se nta sub formia unor cristale albe 
cu greutatca moleculară de 145,15. Se obține prin încălzirea orto-amino- 
fenolului cu orto-nitrofenol, glicerină și acid sulfuric după reacția 
Skraup. i 
Se topeşte la 76°C și fierbe la aproximativ 267°C. 
8-hidroxichinoleina-orto se dizolvă greu în apă şi se recomandă ca 
soluția să se pregátească la temperatura de 50—60°C. 
Se dizolvă bine în alcool, acetonă, cloroform, benzen şi ape acide cu 
acizi minerali. ' 
Prefixarea optimă se realizează la temperatura scăzută timp de 3 ore. 


7. COLORANȚI ȘI METODE DE COLORARE : 


7.1. INTRODUCERE ÎN TEHNICA COLORĂRII 


Pentru a scoate cît mai bine în evidență unele detalii structurale, în 
vederea cfectuirii unor studii de citologie, histologie și embriologic, este 
indispensabilă colorarea diferențiată a materialului, viu sau fixat. Colo- 
rarea diferențiată este posibilă datorită afinităţii deosebite pe care o au 
unii coloranţi fată de diferite elemente celulare (membrană, citoplasmă, 
nucleu, condriom, vacuom ctc.).  Constituienţii celulari se combină cu 
ionii colorantului și astfel va rezulta o culoare specifică. Colorantul adec- 
vat sc fixează pe elementul faţă de care are afinilitate cu atita intensi- 
tate, încît nu mai poate fi îndepărtat prin o spălare obişnuită. Distribu- 
tia finală a colorantului depinde de rata de penetraţie a colorantului în 
tesut si afinitatea constituienților celulari pentru ioni coloranţi. Consti- 
tuienții celulari se combină cu ionii colorantului şi astfel va rezulta o 
culoare specifică. De obicei coloranţii nu-și schimbă culoarea prin com- 
binarea ionilor cu constituienții celulari. 

Colorenţii au fost clasificați după diferite criterii. Astfel după struc- 
tura lor chimică, coloranţii au fost împărţiţi în mai multe grupe: 

— coloranți nitrici şi nitrozofenolici ; 

-— coloranţi azoici ; 

--— coloranţi hidroxi- şi aminochinonici ; 

-— indofenoli şi indamine ; 

— coloranţi oxazinici, tiazinici şi fenazinici ; 

— coloranți di- şi trifenilmetanici ; 

— coloranți xantenici şi acridinici ; 

- - ftalocianine ; 

— indigiode ; 

-- coloranți cianinici ; 

— coloranți porfinici (hemoglobine şi' clorofile) ; 

— coloranţ. antocianici ; 

— coloranţi flavonici. 


După natura lor coloranţii se împart în coloranţi naturali (extrași 
din produse animale și vegetale) şi coloranţi artificiali (sintetici) — ob- 
ținuți pe cale sintetică din substanțe chimice (minerale și organice). Co- 
loranţii sintetici, după reacţia pe care o au, se împart în: coloranţi 
bazici (nucleici deoarece colorează în special nucleul) : conțin un cation 
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colorant : albastru de metilen, albastru de anilină, safranină, verde de 
lumină, violet de gentiana, fuxină ctc.) şi coloranţi acizi (citoplasmatici) 
— conţin un anion colorat : eosina, orange G, fuxina acidă, roșu de 
Congo, critrosina etc.). 

Erlich consideră că există şi coloranţi neutri ce au proprietatea 
de o colora toate elementele dintr-un ţesut, iar Michaelis a creat o nouă 
grupă de coloranţi numiţi indiferenți — care nu sînt nici baze, nici acizi, 
nici săruri și nu au capacitatea de a forma săruri. Coloranţii compuşi 
(Giemsa) sînt constituiți din baze colorate poliacide, care pot combina în 
mod variat și dau săruri acide, bazice și neutre. 

Coloranţii folosiţi în tehnicile de laborator sînt substanțe organi 
aromatice, solide, cristalizate, care se dizolvă în apă sau soluţii apoase, 
sub formă de ioni, anioni şi cationi fiind colorați. Ionii colorantului se 
leagă chimic de proteine sau alți constituienți tisulari fără a se modifica 
sau pierde culoarea. 

Numeroase culori întîlnite în natură, în lumca plantelor şi anima- 
iclor, dispar în momentul în care substanțele chimice respective sint 
dizolvate, deoarece nu sînt parte a unui colorant intrinsec al moleculei 
sau particulei mai mici ale substanţei colorate. Prin examinarea substan- 
telor care rămîn colorate în soluţie s-a constatat că acestea sînt formate 
din cîteva grupe principale. De exemplu, este cunoscut faptul că sărurile: 
de crom, fier şi cobalt sînt colorate și culorile se păstrează prin dizolvare. 

Colorarea se bazează pe următoarele principii (C. Rabega, Ra- 
bega M., 1975): ) 

— un corp transparent devine colorat în culoarea complementarä 
celei pe care o absoarbe ; ' 

— un corp devine colorat în culoarea pe care o reflectă, comple- 
mentară cu cea absorbită ; 

— corpul opac este alb dată reflectă toate radiațiile și negru daca 
le absoarbe pe toate. 

Corpurile se caracterizează prin absorbţia lor selectivă, absorbind 
radiaţiile de o anumită lungime de undă. 


I = (+) i 
lo — intensitatea radiaţiei incidente 
I — intensitatea radiației emergente 
l — baza logaritmilor neperiene 

æ — coeficientul de absorbţie 


d — grăsimea substanţei pe care o străbate. 
În logaritmi zecimali relația I = Iol-d devine E = lolo”kd, 


k — coeficientul de extincţie. 

Pentru o soluţie oarecare relaţia I — Iolo”kd, devine I = lo£hd 
k — cocficientul de extincție moleculară 

€ — depinde de lungimea de undă a radiației incidente (e = f(A) 


c — concentrației soluției, în moli/litru. F 

Absorbţia selectivă a luminii de către o substanţă depinde de exis- 
tența în moleculă a unui sistem de electroni. Prin absorbția radiaţiei 
luminoase, moleculele substanţei trec de la un nivel de energie iniţial 
(stare fundamentală) la un nivel mai ridicat (stare excitată). Trecerea de 
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la o stare fundamentală la starea excitată este numită tranziţie, iar ener- 
gia corespunzătoare energiei de tranziție, care se poate calcula cu aju- 
torul formulei : j] 


h = constanta lui Planck 
N c = viteza luminii ! 
à == lungimea de undă a radiației absorbite. 


O substanță este cu atît mai excitabilă din punct de vedere al ab- 
sorbției luminoase, cu cît numărul de electroni II, existenți în moleculă 
este mai mare (C. Rabega, M. Rabega, 1975). ` 

Pentru ca o substanţă să fie colorată trebuie să conţină o anumită 
nesaturare determinată de una sau mai multe duble legături, răspunză- 
toare de existenţa culorii. Principalcie grupări duble (cromofore) sînt 


următoarele : —N=—N— (azo) ; DEN —(azometrică) ; So=o (carbo- 


nilică) ; Soc (etilenică) ; -—N=—O (nitrozo); —N <o (nitro) ; S 


(sulfonil) ; > CS (tiocarbonilică). 

Ionii și complexele ionice formate din elemente de tranziţie sînt co- 
lorați. Se consideră că elementele care dau ioni colorați sînt metale si 
posedă un înveliş exterior de electroni incomplet. Alţi cercetători apre- 
ciază că nici un colorant nu posedă un element de tranziție sau vreun 
atom particular și culoarea se datorește structurii  interatomice şi nu 
celei intraatomice. Intesitatea colorării este determinată de reacţiile de 
oxidare şi reducere ce au loc. 

Deoarece cei mai mulţi compuşi arorăatici şi un număr mic ce com- 
puşi alifatici sînt colorați se consideră că substanţele colorate au o struc- 
tură inelară, care favorizează absorbția luminii cu o lungime de undă 
particulară şi determină cuioarea. De altfel toţi coloranţii sînt compuși 
aromatici. De exemplu benzenul, cel mai simplu compus aromatic apare 
colorat dacă va fi observat în lumină ultravioletă cu lungimea de undă 
de 256 mu. Alternarea legăturilor simple și duble între atomii de carbon, 
excită molecula de o lungime de undă particulară, fiind astfel absorbită 
lumina la o lungime de undă mai mare, rezultind culoarea. În mod prac- 
tic prin introducerea unui cromofor — o substanță inelară, devine colo- 
rată. De exemplu, benzenul care este incolor, se transformă prin nitrare 
în nitrobenzen, care este gălbui-pal. 


Prin introducerea unui număr mai mare de cromofori, maximum de 
absorbţie se deplasează spre lungimi de undă mai mari astfel că efectul 
batcrom se mărește şi se manifestă prin intensificarea culorii. De pildă, 
dinitrobenzenul este mai gălbui decît nitrobenzenul iar trinitrobenzenul 
arc o culoare mai intensă decît dinitrobenzenul. Pentru ca o substanţă 
colorată sá fie şi colorantă, trebuie să conțină grupări auxocrome, care 
conferă capacitatea de a se fixa pe suportul pe care se depune. Princi- 
palii auxocromi sînt; —NH3; —NH—QH3—N(GH3), ; —NH—C;H;—OM; 
—O0—CH3 ; —O—CH;. De exemplu dacă în trinitrobenzen introducem 
un auxocrom (de pildă OH), rezultă achdul picric — unul din cei mai 
vechi coloranţi sintetici (fig. 38). - 
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OH 


ON A Aa ON ANO 
| | +0H 
| 
NO2 NO2 
Trinitrobenzen (galben pa!) acid picric (galben intens) 


O configuraţie frecventă a coloranților este de guinonoid și substan- 
tele care posedă un inel paraqunonoid, fiind colorate. Parabenzogquinona 
este cea mai simplă substanță din acest grup, care se prezintă sub formă 
solidă, de culoarea galbenă. 

Structura coloranților poate fi ilustrată de pararosanilina, substanţă 
solidă, ușor solubilă în apă, care rezultă prin combinarea, în proces teh- 
nologic, a anilinei și paratoluidinei. Anilina în stare pură este un lichid 
incolor, iar paratoluidina este o substanță solidă, cristalizată şi incoloră. 
Încălzită în prezența unui agent oxidant moderat și a unei surse de ioni, 
pararosanilina, dezvoltă o culoare. Prin combinarea a două molecule de 
anilină cu o moleculă de paratoluidină, rezultă o substanţă în care unul 
din cele trei inele este quinonoid. 


Pararosanilina posedă un inel quinonoid care conferă culoarea și un 
grup electric responsabil care îi dă posibilitatea să atace proteinele și 
alți componenți tisulari. Inelul guinonoid este cromofor sau purtător de 
culoarea. Gruparea —NH; se transformă prin conversie în ==*NH, care 
asigură protecţia culorii, fiind auxocromi şi ajută cromoforii să se ata- 
şeze şi să intensifice culoarea. 

Auxocromii nu diferă mult între ei. Se cunosc astfel, mulţi coloranţi 
care au același auxocrom ca pararosanilina (==*NH2). Atomul NH, este 
încărcat pozitiv, ionul colorat fiind cationul, colorantul se numeşte cati- 
onic sau bazic. Anionul poate fi clorură, sulfat sau acetat — şi în genc- 
ral orice anion anorganic care prezintă suficientă solubilitate. Coloran- 
tul poate fi reprezentat prin formula R*CRYCI- dacă anionul este clo- 
rura. Hidrogenul din gruparea *NH, este adesea substituit de metil, etil 
sau aril (arilul este un inel benzenic, cu unu sau mai mulţi atomi de hi- 
drogen substituit). 

Atomii de hidrogen din auxocromii bazici pot fi de asemenea înlo- 
cuiţi de grupul metil, etil sau aril, ceea ce determină modificarea culorii. 
Înlocuirea unui atom de hidrogen din pararosanilina, determină culoarea 
albastră și cristal violet. Intensitatea culorii depinde de numărul de 
atomi substituiți din molecula pararosanilinei. Grupul etil şi în particu- 
lar aril influenţează în mai mare măsură intensitatea culorii. 

Se întîlnesc de asemenea numeroşi coloranţi al cărui ion negativ este 
colorat. Coloranţii cu atomi coloranţi sînt denumiți anionici sau acizi. 
Cationul acestor coloranţi este de obicei sodiu sau potasiu. Dacă cationul 
este sodiu, formula colorantului poate fi reprezentată Na*R-(R- — an- 
ionul colorat). Diferiţi auxocromi conferă încărcâtura negativă necesară. 
În mod frecvent sînt prezente grupările sulfonic, hidroxil și carboxil, 
care prin ionizare dau —$0-3, —0” şi —000-. 
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Mentionăm că aşa numiții coloranţi acizi nu sînt totdeauna acizi $1 
sînt denumiți astfel deoarece posedă grupe potenţiale aclae (sulfuric, 
hidroxil, carboxil), denumite radicali acizi. Cea mai .simplă formulă pen- 
tru. acești coloranți este H*R”, cationul fiind H. 

În afară de auxocromi şi cromofori, coloranţii posedă descori atomi 
sau grupe de atomi denumite modificatori (schimbători). 

De pildă rosanilina, diferă de pararosanilina numai prin aceea că 
posedă un grup metil care modifică culoarea devenind albastru strălu-- 
citor. Fuxina bazică este un amestec a acestor doi coloranți. 


Constituienţii tisulari reacționează diferit în contact cu coloranţii. 


Culoarea şi intensitatea acesteia se folosesc pentru identificarea consti- 
tuienților celulari. 


Pentru obținerea unei colorâri de calitate sînt necesare următoarele 
condiţii ; afinitatea chimică între ţesut și colorant, densitatea si permea- 
bilitatea țesutului. 


7.1.1. AFINITATEA CHIMICĂ 


O scrie de constituiențţi tisulari sînt acizi, ca de cxemplu ADN, ARN, 
cromatina,  nucleoproteinele, secrețiile unor celule  glandulare, uncle 
lipide. Aciditatea ADN, ARN și fosfolipidelor este determinată de grupă- 
rile fosforice, iar a mucopolizaharidelor se datorește grupărilor sulfurice 
și carboxil. Citoplasma majorităţii celulelor nu este nici acidă nici bazică 
avînd un pronunţat caracter amfoter, sarcina elcctrică variază ușor cu 
pH soluţiei. Caracterul amfoter se datorește unui echilibru între grupă- 
rile acide şi bazice ale aminoacizilor (acidul aspartic, glutamic, hidroxil- 
glutamic şi respectiv lizina, arginina, histidina) (fg. 59). 


Nh | 


NC — (CHa) —COOH acid glutamic ` 
C=0 | 

N 

He (CHa)4N Ha lizina 

C= 0 


O proteină introdusă într-o soluţie cu un pH scăzut Baci a 
izoelectric, grupările amino ale aminoacizilor bazici au CERTA s e 
încărca pozitiv, devenind —*NHs.Dacă pH este superior punc 7 ui T 
electric, grupările carboxil acide ale aminoacizilor se ionizează, deven 
—COO-. l l EOT 

Dacá aminoacizii bazici și acizi se găsesc în aceeaşi proporţie în T-O 
anumită proteină, sarcina electrică a proteinei suferă o uşoară modif- 
care. Prin schimbarea pH soluțiilor toate proteinele pot avea un caracter 
amfoter. 
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Majoritatea coloranților folosiţi în laborator sînt acizi (anionici) sau 
bazici (cationici) şi numai un număr foarte mic are un caracter amfoter. 
Un exemplu de colorant amfoter îl reprezintă  haemateina, care este 
bazică la un pH mai mic de 6,6 (punctul său izoelectric) şi anionic (acid) 
dacă pH este mai mare de 6,6. În general constituienţii tisulari încărcaţi 
negativ atrag coloranții cationici iar cei încărcaţi pozitiv fixează colo- 
ranţi anionici. 

Cei mai mulţi fixatori determină fixarea colonanţilor cationici. Fixa- 
torul Zânker este recomandat în cazul folosirii coloranților anionici. In 
tesuturile colorate cu coloranți cationici se evidenţiază în mod deosebit 
cromatina și în special cromozomii  metafazici și anafazici. O culoare 
intensă prezintă şi structurile citoplasmatice care conţin o cantitate mare 
de ARN. Constituienţii tisulari coloranți cu coloranți  anionici se colo- 
rcază diferit. De exemplu cromatina nu prezintă o afinitate specială 
pentru coloranţii anionici, nucleii au aspectul unor cavităţi în citoplasma 
colorată. Nu trebuie să se considere că țesuturile bazofile, nu prezintă 
afinități pentru coloranţii  anionici iar cele acidofile faţă de coloranţi: 
cationici. Este cunoscut faptul că proteinele acide conţin şi cîţiva amino- 
acizi bazici şi invers, astfel toate proteinele dintr-o celulă pot fi colorate 
în aceeaşi măsură atît cu coloranțţii bazici cît și cu cei acizi. Constituienţi: 
celulari bazofili vor fi colorați cu ajutorul coloranților bazici, iar cei 
acidofili cu coloranţi anionici (Baker, 1969). | 

Țesuturile amfotere se colorează atit cu coloranţi bazici cît și cu cei 
acizi, în funcţie de pH soluţiei. În practica de laborator, în special în 
cerectările de citologie este necesar ca citoplasma să rámînă incoloră. De 
exemplu, dacă se folosește un colorant cationic în soluţie uşor acidă, cum 
oste verdele de mctil într-o soluţie diluată de acid acetic, cromatina se 
va colora, în timp ce citoplasma amfoteră rămîne incoloră sau aproape 
incoloră. Citoplasma amfoteră are o oarecare afinitate pentru coloranții 
anionici. Deoarece cei mai mulţi constituienţi celulari au aceeași afini- 
late pentru diferiţi coloranți se recomandă să se întrerupă colorarea în 
stadiul în care s-a realizat o coloraţie selectivă. O asemenea colorare este 
seiectivă, deoarece colorarea se realizează progresiv pînă se obține inten- 
sitatea dorită. În colorările regresive din contra țesuturile necesită un 
exces de colorant, intensitatea colorării fiind studiată la microscop şi 
intreruptă în momentul în care se realizează colorarea constituienților 
celulari. În felul acesta se obţine o colorare diferențiată a constituienţilor 
tisulari. În colorarea regresivă în mod frecvent se folosesc coloranţi acizi. 
Diferenţierea se bazează pe capacitatea acizilor de a se transmite consti- 
tuienţilor tisulari amfoteri bazicitatea. Coloranţii bazici se folosesc pentru 
diferenţierea în același mod ca şi cei acizi. 

Țesutul este introdus într-un solvent, cum este alcoolul etilic absolut 
sau soluţie apoasă de alcool etilic în care colorântul este solubil şi în 
care tendinţa de a rămîne ionizat este redusă sau eliminată. Dacă dife- 
renţțicrea este oprită, constituienţii tisulari rămîn necolorați. Tesutul este 
transferat apoi într-un lichid cum este xilolul, în care colorantul este 
insolubil. 

Sînt autori care susțin că colorantul se leagă de constituienții tisu 
lari printr-o punte de hidrogen şi nu prin legături electrostatice. Atomii 
care pot fi legați prin intermediul hidrogenului sînt puternic electro- 
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negativi (oxigen, azot, etc.). Grupările hidroxil şi amino de pildă pot fi 
unite prin intermediul atomilor de hidrogen. Deoarece ambii atomi sînt 
electronegativi este evident că nu are loc o reacţie între atomii încărcaţi 
negativ și pozitiv (Baker, 1969). De exemplu, elastina din fibrele elas- 
tice este un constituient tisular care se leagă de colorant prin legături de 
hidrogen. Se consideră că legăturile de hidrogen sînt posibile în urmă- 
toarele circumstanţe (Ba k er, 1969): 

— dacă acţiunea coloranților este insensibilă la pH; 

— dacă acţiunea coloranților este insensibilă la un elcectrovalent, 
cum este soluția NaCl 10% (Goldstein, 1962); 

— dacă soluţia colorantului saturată cu uree împiedică colorarea 
(ureea formează uşor legături de hidrogen și ocupă locurile libere ale 
colorantului (Goldstein, 1962); 

— dacă acţiunea colorantului cationic este neafectată prin blocarea 
grupării carboxil a constituienţilor celulari, prin metilare (atomii de hi- 
drogen sînt înlocuiţi cu —CH3); i 

— dacă acțiunea colorantului anionic nu este afectată prin distru- 
gerea grupării amino din țesut cu acid azotic. 

Constituienții tisulari acizi lipsiți de grupări bazice în anumite con- 
diții se pot colora cu coloranți anionici. Astfel, albastru de metil, colo- 
rant anionic, colorează celuloza din peretele celular. 

Formula structurală a celulozei evidenţiază lipsa oricărei grupări 
care să atragă un colorant anionic, ceea ce presupune că hidrogenul leagă 
oxigenul unci grupări hidroxil din molecula celulozei cu azotul unei gru- 
pári amino a colorantului. Albastru de metil conţine azot în gruparea 
amino substituită (fig. 60). 


H OH CH20H 5 
Lai d OH H SL D os 0- 
H /Lo—-N oH HA 
H t 0” 
CHOH H OH 


Un segment din molecula celuloză. 
Grupările peptidice (— C — N —) din molecula proteinelor se leagă 
| 
O H 
prin legături de hidrogen cu grupările amino ale anumitor coloranți. Se 
evidențiază astfel, tendința unor coloranți acizi de a colora constituienții 
tisulari şi în felul acesta se pot deosebi coloranții cu sarcini electrice 
negative de cei încărcaţi pozitiv. Se cunosc coloranţi acizi care inter- 
acționează cu constituienți celulari prin sarcinile electrice şi se leagă 
între ci prin legături covalente sau legături de hidrogen (Baker, 1969). 
Coloranţii puri au proprietatea de a colora specific constituienţii ce- 
lulari şi tisulari culoarea fiind diferită de cea a soluţiei. Acest fenomen 
este numit metacromasie iar coloranţii metacromatici. Constituienţii tisu- 
lari care se colorează în nuanţe diferite se numesc cromatropi. Metacro- 
masia se folosește frecvent în tehnica citologică ca indicator al compo- 
ziției chimice. 
Coloranţii folosiţi în citologie şi histologie sînt metacromatici şi 
acționează asupra aceluiași cromatrop. De exemplu, violetul de metil 
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este un colorant din grupul coloranților triarilmetan, tionina și, azur B 
sînt metacromatici din grupul coloranților tiazinici în care atomii de 
hidrogen şi grupările amino sînt înlocuite prin metil. Nu este pe deplin 
elucidată cauza metacromasiei. Coloranţii metacromatici au tendința de 
a forma în soluţii apoase dimeri și polimeri. Se presupune că cromo- 
tropii favorizează formarea dimerilor şi polimerilor şi menţinerea culori! 
(Michaelis şi Granik, 1945; Baker, 1969). , 


7.1.2. DENSITATEA COLORANȚILOR 


Densitatea unui colorant poate fi stabilită astfel: se confecționează 
două geluri de gelatină 50/, și 20% care se fixează cu o soluţie de formal- 
dehidă sau un amestec care să conțină formaldehidă. După fixare se 
efectuează secţiuni fine în grosime de 15 p, care se introduc în soluţie 
apoasă cu colorant. După spălare cu apă distilată se poate stabili inten- 
sitatea culorii care este dependentă de cantitatea de material colorabil 
care arc capacitatea de a reţine o anumită cantitate de colorant. Densi- 
tatea ambelor secțiuni poate fi aceeași, dar una se poate comporta ca o 
proteină bazică alta ca una acidă şi astfel necesită cantităţi diferite de 
colorant. 

Celulele în diviziune rețin o cantitate mai mare de colorant bazic 
(cationic) decit un volum egal de citoplasmă. Acesta se datorește faptului 
că nucleoproteinele au o activitate mai pronunțată decît citoplasma, iar 
cromozomii metafazici au o structură mai densă. Densitatea cromozomilor 
se evidențiază prin colorarea mai intensă decît citoplasma înconjurătoare 
cu ajutorul coloranților anionici (acizi). Coloranţii anionici cum sînt 
fuxina și albastrul de metil au o puternică afinitate pentru cromatină, 
fiind frecvent folosiţi pentru colorarea cromatinei. Cantitatea de colo- 
rant pe care o rețin diferiți constituienţi celulari se datorește numărului 
de grupări acide sau bazice, capabile sá se ataşeze de coloranţii acizi sau 
bazici (Ba k e r, 1969). 


7.1.3. PENETRAȚIA COLORANȚILOR 


Cantitatea de colorant reţinută de un obiect, într-un anumit timp 
nu depinde numai de cantitatea de material colorabil sau de numărul 
de grupări acide sau bazice ci şi de cantitatea de colorant care pătrunde 
în ţesut. Sint coloranți care pătrund în țesut cu o vitezeă mare, cum sînt 
cosina și orange G şi alţii care difuzează mai lent (albastru de metil). 
Coloranții care difuzează cu viteză mai mare dizolvă un singur ion iar 
cei care pătrund mai lent au tendința de a forma soluţii coloidale, în 
care ficcare particulă constituie un agregat format din mai mulți ioni. 

Intensitatea colorării depinde de permeabilitatea constituienților ce- 
lulari și de afinitatea chimică. De exemplu, cromatina are o structură 
densă, permeabilă şi are o reacţie bazofilă, colorîndu-se ușor cu colo- 
ranţii cationici, în timp 'ce hematiile au o reacţie acidofilă, structură 


densă : şi impermeabilă (B a k er, 1969). ! 

Coloranţii anionici pâtrund ușor în ţesut şi au tendinţa de a colora 
toți constituienţii celulari acidofili şi amfoteri. Qonstituienţii celular! 
se colorează uniform, iar prin colorarea cromatinei cu ajutorul unui colo- 
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rant cationic se creează contrastul necesar unei bune observații. Albastrii 
de motil sau alt colorant anulează efectul dat de coloranţii cationici. Se 
recomandă folosirea unui colorant a cărei culoare este apropiată de cen- 
trul spectrului vizibil (galben sau verde), culoare care stimulează în 
acceaşi măsură receptorii din retină, rezultînd o culoare pal, ceea ce dă 
impresia că este combinată cu alb. Orange G este un colorant adecvat. 
În schimb cromatina prezintă o culoare apropiată de sfîrşitul spectrului: 
(roșu, albastru, violet). Dacă cromatina este colorată în negru sau gr. 
orice colorant de fond reduce contractul indispensabil unei buna obser- 
vații (B a k er, 1969). 

Coloranţii sînt clasificați în grupe, în funcție de cromatoforii ce 
intră în constituția lor. Cele mai multe dintre aceste grupe conțin atı. 
coloranți cationici cît şi anionici — conținînd auxocromii menţionaţi. 

Culoarea marii majorităţi a coloranților folosiţi în tehnicile de labo- 
rator este determinată de inelul guinonoid sau grupul azo — N = N —- 

Coloranții guinonici, fiind foarte diverşi au fost clasificați în sub- 
grupe, fiecare caracterizată de cromoforul particular. ! . 


7.2. TEHNICI DE PREPARARE ŞI UTILIZARE 
A COLORANTILOR CITOHISTOLOGICI 


Numărul coloranților utilizaţi de citologie este impresionant, ce: 
prezentaţi în continuare reprezintă o selecţie a celor mai utilizaţi. 


1. Albastru de metilen 


albastru de metilen . . . . s . o ae... . Lg 

alaun de potasiu: . . în e a ae ere o ee e arie dt ai da A aber 10g 

apă distilată. . . . o [eee ae e 100 ml 
2. Carmin acetic 

CAMIN a cae te oi E N alei e ae at a de e hOg (sau 2) 

acid acetic glacial . . . . . . a. 45 ml 

apă distilată . . . . . . a 55 ml 


Se dizolvă carminul în amestecul apă distilată—acid acetic glacial. 
Soluţia obținută se introduce într-un balon de sticlă cu reflux şi după o 
prealabilă agittare se fierbe timp de cîteva minute. După răcire, se 
filtrează şi se adaugă cîteva cristale de acetat de fier. Se păstrează ii 
sticle colorate, la frigidor. 

Carminul acetic se folosește pentru colorarea nucleului și a cro- 
mozomiior. 

3. Carminul aceto-feric : (Belling) este recomandat de Kühne- 
pentru studiul citologic al ciupercilor superioare. Nucleii se colorează în 
roşu. Carminul aceto-feric produce o fixare şi colorare simultană şi r 
pidă. Reactivul se prepară saturînd cu oarmin soluţia apoasă de acid 
acetic 50%/. Colorarea se realizează astfel : secțiunile se pun într-o pică- 
tură de colorant pe lamă și se încălzeşte 1—2 minute, evitînd fierberea. 
În colorant se introduce vîrful unui cc spatulat de otel. Acesta este ata- 
cat de reactiv și se transformă în acetat de fier, de culoare neagră. În 
acest moment se întrerupe încălzirea preparatului. Se adaugă o picătură 
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de carmin acetic, se așează lamela și după etalarea și îndepărtarea ex- 
cesului de colorant, preparatul poate fi examinat la microscop. 
4. Carmin-alaun (Grenacher) 


carmin . bg a an ria mit a e cm 6 A g 
alaun de potasiu Sr NE E o E E 4 g 
apă distilată . . . Eai a 100 ml 


Modul de preparare. Se adaugă 4 E sala de potasiu în 100 ml apă 
distilată. Se adaugă 2 g carmin și se fierbe 20—30 minute. Se răceşte şi 
filtrează. Se adaugă 1 ml formol sau puțin timol. Se păstrează în sticle 
colorate. Se folosește pentru colorarea nucleului. 


5. Metode Varga-Andrice 


Colorarea cu carmin-acetic dă rezultate mult mai bune prin prelu- 
crarca materialului după metoda preconizată de Varga-Andrias Matv- 
rialul se fixează în Carnoy, după care se introduce pentru 3 minute 
într-un amestec format din alcool etilic absolut-acid clorhidric concen- 
trat, în proporţie de 1 : 1, pentru macerare. După macerare, materialul se 
transferă într-un vas çu soluție Chamberlain timp de 5—10 minute. 


acid acetic glacial. . . . . . . aaa . . 5ml 
formol 40% . a aa ae e oi pe aa e ae mi Gl 
alcool ctilic absolut . . . . . . . . . .7O0Oml 
apă distilată. . . . . e îs e . 20 ml 


Soluția Chamberlain solubiiizează gradoa care are proprietate. d> 
a absorbi carminul, împiedicînd astfel colorarea excesivă a cromozomilor. 

Tehnica de colerăne constă în următoarele : din soluţia Chamberlain 
materialul este transferat din nou în fixator Carnoy, timp de 2—5 mi- 
nute după care se trece în colorant. Colorarea se poate realiza în capsule 
de porțelan sau direct pe lamă. Pentru intensificarea culorii se recomandă 
încălzirea preparatului la flacăra unei lămpi cu spirt, evitînd fierberea. 
Materialul se pune pe lamă, într-o picătură de carmin acetic ; se acoperă 
cu lamela și se face o uşoară etalare prin presare cu degetul mare. 

Pentru conservarea preparatului un timp mai îndelungat, după efec- 
tuarea lui, se introduc sub lamelă 1—2 picături de soluție Smith: 


apă distilată . esp ea pe a a . . 55 ml 
glicerină pură . . . . .. E AR e ri | 
gumă arabică . 5 spe i dee re era mia 3 25. 8 
clorat hidrat. . . . «die . l0g ' 


Cu o hîrtie de filtru se absoarbe soluția colorantă iar pe partea opusă 
se adaugă soluția Smith. 


Soluția Smith asigură conservarea preparatului Şi în același timp o 
invizibilizare a precipitatului ce se formează în celule. 

6. Deltapurpurina — sc utilizează pentru evidențierea miceliilor ciu- 
percilor endoparazite. Secţiunile prin organcle atacate se tratează meci 
întîi cu hipoclorit de sodiu, 15 minute ; se spală în apă distilată 20 mi- 
nute după care se colorează cu deltapurpurina timp de 10 minute. 
Miceliile, hustorii, oogoanele, anteridiile şi oosporii se colorează în rosu 
intens. it | 

7. Eosina — se utilizează soluţii apoase 0,5—10/,. Se foloseşte și în 
amestecuri cu coloranţi bazici (albastru de metilen) cu care dă eozinaţ. 
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ce se întrebuințează pentru colorarea sîngelui. Eosina este un colorant 
plasmatic, foarte selectiv. 
8. Eritrosina glicerinată P 
eritrosina — soluție apoasă 19 . . . . . . 50ml 


glicerină pură . „3 3 e e e e e e 100 ml 
apă distilată . . . . . . . ©... . 50m 


Se utilizează pentru colorarea meeliior ciupercilor. Materialul este 
introdus în eritrosină glicerinată pentru 20 minute după care se transferă 
în glicerină 500/, în care se lasă 1—2 zile. 

9. Floroglucina 

floroglucina . E Taer a a alep 
alcool etilic 960/ (sau absolut) . SE SI . . -100ml 

Se utilizează pentru colorarea ţesuturilor lignificate. Acestea se co- 
lorează în roşu. Secțiunile se introduc pentru 1—5 minute în floroglucină 
după care sînt transferate pentru cîteva secunde în acidul clorhidric. 


10. Fuxină bazică decolorată (Reactivul Schiff) 


fuxină — pulvis. . . . . e e... . 05g 
apă distilată . . . o... d se, a 100 m 
acid clorhidric normal . A în pe da e ae 10 ml 
metabisulfit de potasiu (cristale) . a a 2 g 


Modul de preparare. Sc iau 0,5 g fuxină şi se pun într-un vas de 
sticlă uscat şi curat, peste care se toarnă 100 ml apă fiartă. Se continuă 
fierberea, împreună 2—3 minute la foc slab, pînă se ridică spumă. Se 
lasă să se răcească la 50°C și se filtrează. Se adaugă 10 ml HCl normal 
și cîteva cristale de metabisulfit de potasiu KS 0O;. Se păstrează la fri- 
gider 15—24 ore. Dacă soluţia de fluxină este colorată se adaugă 0,5 g 
cărbune vegetal pentru limpezire și decolorare. Se poate folosi după 24 
ore de la preparare. Fuzina bazică decolorată se păstrează în sticle 


colorate cu dop rodat, în frigider. ' 
1. Metoda de colorare Gram-eosină 


Secţiunile păstrate în alcool etilic 96° se colorează cu o soluţie de 
violet de gentiană a cărei compoziţie este : 


violent cristal (sau violet de genţiană). . . . 1g 
alcool etilic 96. . . . . . . . . . . . 10ml 
acid fenice cristalizat . . . ui . . . . . 2E 
apă distilată . . . . . . . . 100 ml 


Modul de preparare. Violetul cristal. (violet de gëntiaña) se mojarează 
şi se dizolvá în alcool. Treptat se adaugă acidul fenic. În momentul în 
care se obține un amestec omogen se adaugă apa. Soluția obținută este 
lăsată pentru maturare 24 ore, după care se ‘filtrează și se poate folosi 
pentru colorarea secțiunilor. Secțiunile colorate sînt spălate în apă disti- 
lată şi cufundate în soluție de jod în iodură de potasiu (soluție Lugol) 


iod metalic so os- te se e ee 7 e e da aer s 1g 
iodură de potasiu . . . . . . e . en>» 2g 
apă distilată . . . . . . . 0... „ . 1000 mi 
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Se cfectuează o nouă spălare în alcool etilic absolut şi apă și se reco- 
lorează cu cosină 10/9. Se spală cu apă, se deshidratează și se montează în 
balsam de Canada. ' 

12. Hematozxilina Erlich i 

hematoxilina fericá cristalizată . . . . . . . 2 


alcool etilic absolut. . . . . . . . . . . 100 ml 
acid acetic glacial , . . . . . . . . >. 10ml 
glicerină pură. . . . . o . . . o e e . 100 ml 


alaun de potasiu. . . . a . . . . . . . 3g 
apă distilată . . . . . . e . o . . . . 100 ml 


Aceste componente se amestecă și se lasă într-un vas descoperit pînă 
cînd soluţia obţinută capătă o culoare roșie-închisă. După aceasta se 
transferă în sticle brune şi se păstrează la întuneric. Hematoxilina Erlich 
are avantajul de a se matura foarte repede. Metoda de colorare preco- 
nizată de Erlich are avantajul că materialul nu necesită mordasarea și 
diferențierea, iar colorarea se realizează în câtvea minute. 


13. Hematoxilina ferică (Heidenheim) 


hermatoxilina ferică raea a ia da DD 
apă distilată . . Ze AAE a a 4 ai 100 mi- 
timol (antiseptic) . . . Dah i $ cîteva cristale 


Se recomandă să se prepare o soluţie mamă (stoc) 10/, sau 100/, din 
care să se prepare soluția de colorare. 
Soluția de hematoxilină 100/, se prepară din : 
hematoxilină ferică . . . . . ., . . . . 10g 
alcool etilic 950/9. . . . . . . e. <. e . . 100 ml 
timol (antiseptic) , . . e . ə a a „ cîteva cristale 
Soluţia de hematoxilină 100/, se lasă să se matureze 2—3 săptămîni. 
după care se poate utiliza pentru prepararea soluţiilor de colorare 0,5 
sau 109/. 


soluție mamă (stoc) . . . . . . . . 95 sau 10 ml 
apă distilată . . . . . . . 90 ml 

În momentul preparării suta aste Painrodeta. iar după un anu- 
mit timp devine brună-negricioasă. Soluția este cu atît mai bună cu cît 
este mai veche. 

Schrott recomandă următorul procedeu pentru prepararea une: 
soluții de hematoxilină care să poată fi utilizată imediat, fără să fic 
nevoie de maturizarea ei : se dizolvă un gram de hemeatoxilină cristali- 
zată în 95 ml apá distilată prin fierbere lentă la un foc slab. Cînd dizol- 
varea este completă se adaugă 5 ml de acid fenic. După răcire soluției 
astfel pregătită poate fi folosită pentru colorare. 

Se utilizează pentru colorarea nucleilor interfazici şi în diviziune. 
Nucleii se colorcază în 30 minute în timp ce pentru diferențierea altor 
structuri citoplasmatice colorarea trebuie prelungită la 12—24 ore. Cali- 
tatea colorării depinde în mare măsură de modul în care s-a făcut mor- 
dansarea materialului şi se aplică tehnica de diferențiere. Diferențierca 
se realizează printr-o urmărire atentă şi continuá a preparatelor la mi- 
croscop. Cu hematoxilină nucleul se colorează în albastru pînă la albas- 

L] 


147 


tru-negru, în funcţie de timpul de colorare și gradul de diferenţiere. După 
colorare secțiunile se spală în apă de robinet, la jet continuu, timp de 
12 ore. 

Hematoxilina ferică (Heidenheim) este unul din cei mai buni colo- 
ranţi pentru evidenţierea nucleului şi cromozomilor, pe care-i pune ín 
evidență cu o deosebită claritate. Este un colorant puternic şi durabil, 
dînd o coloraţie precisă şi ușor de analizat la microscopul optic. 

14. Hematoxilina ferică (metoda Regaud) 


hematoxilină — soluţie alcoolică 100%% . . . .10ml 
glicerină püră DN OO a NI N a an NC A e e i l 
apă distilată . . . . x a. 80 ml 


Înainte de colorare maeri se mordiscos în Jaan de fier 5%% 
timp de 24 ore şi se spală cu apá distilată. Colorarea se realizează in 
24—-48 ore. Se recomandă utilizarea pentru colorarea condriomului. 

15. Hemalaunul Mayer 


Soluţia A 
hoematoxilina . . e a va 9 g 
alcool etilic 960/. . . . . . . . . „ . 50 ml 
Soluția B 
alaun de potasiu . . . . . . . . . . . 375g 
apă distilată. . . . . . . . 500 m 


Se iau 7,5 ml din soluția A şi se amesterā cu solii de alaun de 
potasiu încălzită şi filtrată în prealabil. Se adaugă o soluţie ce se 
prepară din 15 ctg iodat de potasiu şi 50 ml apă distilată. Se lasă trei 
zile pentru maturare. Aceasta constituie soluţia mamă. La utilizare se 
adaugă 0,5 ml acid acetic glacial la 290 ml soluție de colorat. Este 
utilizat pentru colorarea nucleului. $ 

16. Solutia de iod în iodură de Solisti (I. IK) 


Se folosesc trei variante, în privința concentrației 


1. iod metalic cristalizat . l g 
iodură de potasiu PE E E S E A 
apă distilată . . ei tata a‘ 4 300 ml 
2. iod metalic (cristale) aeos E E -. 
iodură de potasiu . . . . . . . . . . . . 3g 
apă distilată . . . . . . . . e e e n 100ml 

3. iod metalic (cristale) . 4 g 
iodură de potasiu . 6 g 


apă distilată . . . a pi ar a pi tai a E 
Modul de preparare: Se dizolvă iodul de tastă în puţină apă 
distilată, după care se adaugă cristale de iod. Se agită pînă la dizolvarea 


completă și se adanga restul de apă. Se păstrează în sticle brune, la 
întuneric. 


Concentrația soluției se stabileşte în funcție de natura materialului 
luat în studiu şi de scopul urmărit. Se utilizează pentru evidențierea 
granulelor de amidon cloroplaste, prin colorarea lor în maron-galben 

I. IK indiferent de proporția iodului și a iodurii de potasiu, se folo- 
seşte şi ca fixator, avînd proprietatea de a păstra nealterată stru-tura 
celulei. 
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Pentru punerea în evidență a condriomului, Łenar a folosit un 
amestec format din părţi egale de d în iodură de potasiu soluție alcoolică 
2°/, și acid clorhidric 20/4- 

Soluția alcoolică de iod în iodură de potasiu se prepară astfel : se 
dizolvă 1 g de iod în 100 ml alcool etilic 800/ după care se dizolvă 1 g 
de iodură de potasiu. Acest amestec este foarte instabil, devenind brun 
datorită punerii în libertate a iodului care după cîteva zile precipită în 
cristale. Se recomandă să se prepare inainte de folosire. 

17. Metoda de colorare a lui Lepik — este utilizată pentru eviden- 
țierea miceliilor ciupercilor endoparazite. Secţiunile se tratează cu o 
soluţie de lactofenol, cu următoarea compoziție : 


acid fenic cristalizat . . . . . . . . . . .10£ 
acid lactic . . e e a e a e ea ae A e dom 
glicerină pură . e e e a e e a 20 Ml 
alcool etilic 90 . . . . .. . 20m 


După 15 minute secțiunile sînt itanisferate în uento amestec 
colorant, în care sînt lăsąte 2 ore: 


bleu coton 4 Ba. . . . . . . . . . . 002g 
safranină . . . cc... 01 g 
lactofenol . . . în i st” 4 . 100 ml 


Secţiunile se spală în älóöol etilic 96° şi alcool etilic absolut. După 
spălare se introduc într-un amestec format din: : 
safranină . . i n te AT ui ee VOB 
ulei de garoafe (Eugenol) . za i eta ca a 90 E orl 
Se lasă în acest mestec 20—30 minute, iar după trecerea prin 2—3 băi 
de xilol (benzen) se montează în balsam de Canada. 
Miceliul și fructificaţiile ciupercilor se colorează în albastru, iar 
țesuturile plantei gazdă în roz. : 


18. Nigrosină acetică 


nigrosină . . ARE SR SI E E iu 
acid acetic glacial geal De e e ile e ii aran a 200 XDA 
apă distilată . . . . . . . 250 ml 


Se fierb împreună apa. distilată si actul acetic glacial. La tempe- 
ratura de 100°C se adaugă nigrosina şi se fierb în continuare 8 minute. 
Sc lasă să se răcească și se filtrează. Colorantul se păstrează în şticle colo- 
rate și la rece. Se recomandă ca soluţia să fie lăsată pentru maturare cel 
puțin 17 zile. Se folosește pentru colorarea cromozomilor. 


19. Orange G. (sarea de sodiu a acidului sulfuric al benzennaftolului). 
Sc foloseşte soluția apoasă de 1%/. Prezintă o solubilitate de 10,86 g la 0 


în apă, la 26°C şi 0,22 la 9% în alcool. Este un colorant plasmatic, de 
contrast selectiv după colorare cu hematoxilină. Protoplasma se colorează 
în roșu-roz. Secţiunile sînt ţinute 5—10 minute în soluție apoasă 1097, de 
Orange G. í 
20. Orceină ac?tică 
orcină . . Cetin Cade aie Să e at. dci le ee, 0 alai 
acid acetic glâcial . e ide taie mă, sei ca ae Gel ml 
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Modul de preparare : orceina se dizolvă în acid acetic glacial încăl- 
zit şi se continuă fierberea timp de cîteva minute. Se răceşte şi se fil- 
trează. Se păstrează la frigider în sticle colorate. Aceasta constituie 
soluţia mamă (rezervă). Pentru colorare se utliizcază o soluţie diluată 
cu următoarea compoziţie : 


orceină (soluţie de rezervă — mamă) . . . . 49% 
apă distilată . . . . . . . . o. e e 5504 
Orceină i ti 

orceină . . E e na AL aa iii saa aa EE 
acid propianic . . . . aaa a 45 ml 
apă distilată . . . . . . ., . . . . . .55 ml 


Se prepară în mod asemănător orceinei ucotice. 

21. Rezorcină acetică. 
rezorcină . . ne mii ate Mpa ie a. ui 22 g 
acid acetic glacial dn 29 003] cae ae se 100 ml 


Se introduce rezorcina în acidul acetic glacial şi se fierbe pînă se 
dizolvă complet. Sc lasă să se răcească și se filtrează. Se păstrează în 
sticle colorate, Pentru obţinerea unor rezultate superioare se recomanda 
prepararea în momentul utilizării și numai în cantitatea necesară. 
Aceasta constituie soluţia standard. Pentru colorare se prepară o soluţie 
mai diluată, cu următoarea compoziţie : 

rezorcină acetică (soluţie de rezervă). . . . 45 ml 
apă distilată . . . O AI. rii 

Se foloseşte pentru eolorarea omozomildi 

22. Roşu de ruteniu. 

roșu de ruteniu . . . . aa aa 0,5 g 
apă distilată. . . . . o. se a . „ 100 ml 
23. Sudan III. 


Se foloseşte o soluţie alcoolică. 


1. sudan III . . E Ai ai e te 990 ve ES arie 
alcool etilic 70—95%/, se a a lie A acei ae E -u DOP. TI 
2. sudan III . ce mile da pe it fot ae AOLE 
alcool etilic 70—950% ste i ai e fe Da da ati oale. 0 l 
glicerină pună . . .. . . 1910 ml 


Secțiunile se încălzesc pînă "Ja Hărbetea alcoolului. 'Țesuturile 
suborificate, grăsimile, rășinile şi cutina se colorează în roşu. Pentru 
colorarea lipidelor se recomandă folosirea soluţiei de Sudan III în lacto- 
fenol, ce se prepară prin saturarea prin fierbere a lactofenolului cu 
Sudan III. După răcire se filtrează şi se păstrează în sticle colorate, 
ermetic închise. Se folosește pentru evidenţierea lipidelor din celulele 
ciupercilor. Pentru acelaşi scop se mai poate folosi amestecul format 
din_100 ml alcool etilic 700/ şi 0,2—0,3 g Sudan III. 

24. Tinctura de Alkana. Se folosesc 10 g pulbere de rădăcini de 
Alkana peste care se toarnă 30 ml alcool etilic absolut. Se lasă o zi, 
timp în care principii activi din rădăcină se dizolvă în alcool, după care 
se filtrează. Se introduce în termostat sau se plasează sub un bec electric 
pentru evaporarea alcoolului. Reziduu este dizolvat în 5 ml de acid acetic 
glacial. Se adaugă 50 ml apă şi alcool etilic 50 ml. După 24 ore se fil- 
trează. 
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25. Violet de gentiana 
violet de gentiana (pulvis) . . . „ . . . . 1 
acid acetic — soluţie apoasă 20/ . . . . . . 100 ml 
Modul de preparare. Violetul de gentiana sub formă de pulvis se 
dizolvă în soluţie apoasă de acia acetic 20/, pînă se obţine o soluţie de 
culoare violet deschis. 
Se utilizează pentru colorarea nucleului. 
26. Verde de malachit 
verde de malachit . . . . . . . . . .  00lg 
apă distilată . , . . . . . . . e. . . 100 ml 
Se întrebuințează pentru colorarea membranelor celulare. 
27. Verde de metil. 


verde de metil . . . . . . . . . a e 1g 
apă distilată . . . . . . . . s . e. . J00 ml 
acid acetic glacial. . . ; 1 ml 


Se utilizează pentru coolrarea nucleului. Este colorant nuclear pro- 
gresiv, colorarea se realizează instantaneu. Se folosește atît ca, colorant 
cit și ca fixator. 

28. Acidul iodo-osmic (lodoosmium Sawe). 

acid osmic 


; 0,5 g 
iodură de potasiu det în E e a ie IDLE 
iod. . DR au a a a u a E: 
apă distilată ine de ua nos a e 325 TA, 


Datorită acţiunii toxice 'a RER osmic se recomandă prepararea, 
manevrarea şi utilizarea cu multă atenţie. Se utilizează ca fixator al 
condriomului. De asemenea, acidul osmic din compoziţia fixatorului 
evidenţiază cu multă claritate substanțele lipidice. Refringenţa mai pro- 
nunţată a picăturilor lipidice permite să le deosebim cu mare uşurinţă 
de condriom. 


29. Albastru de metilen și roşu de ruteniu. 
Albastru de metilen 


Albastru de metilen . . . . aaa‘ a’ lg 

Alaun de potasiu . . . . . . . . . . 0g 

apă distilată . . . . . . . . . . „ . 100ml 
Roşu de ruteniu 

roşu de ruteniu . . . . . . . . n 05g 

apă distilată - . ee e a e e ae e e 100 ml 


Secţiunile se introduc în albastru de metilen pentru 5—10 minute, 
se spală în apă, după care se trec în soluție de ruteniu, pentru 5—10 
minute. Se realizează o colorare diferențiată. Sclerenchimul se colorează 
în violet, lemnul în albastru, suberul în verde, parenchimul și tesutul 
liberian în roz-roşu. . 


30. Clorura de zinc iodată. N- - 


1. clorura de zinc 
iodura de potasiu 


DN 
ca va 
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iod metalic cristalizat . . . . . . . . 13g 

apă distilată . . . . . . . . . . . 105 ml 
2. clorura de zinc . . e a e ee a e 50g 
iodură de potasiu . . 16 g 
$ iod metalic cristalizat E E E S E =- 
apă distilată. . . . . . . . n” l7 


Modul de preparare : se dizolvă în apă distilată mai întîi clorura de 
zinc și iodura de potasiu şi numai după aceea se adaugă iodul metalic. 
Soluţia care sc obține are o consistență siropoasă şi o culoare galben- 
brună. 


Se păstrează în sticle brune. ermetic închise. 

Se utilizează pentru colorarea membranelor, protoplasmei și nucleu- 
lui.  Membranele celulozice și nucleii se colorează în albastru. 
Membranele cutinizate și protoplasma în galben. Colorarea se cfec- 
tuează pe lamă. Secţiunile sînt trecute pe o hirtie de filtru, pentru a se 
îndepărta excesul de apă și sînt transferate pe lamă și tratate cu o pică- 
tură de colorant. 

Clorura de zinc iodată se mai poate prepara și astfel: zincul se 
dizolvă ın acid clorhidric. Soluţia obținută se fierbe pentru a se realiza 
o evaporare parțială, pînă cînd lichidul capătă greutatea specifică 2 
(totdeauna zincul se lasă în exces). Se adaugă apă distilată pînă cind 
lichidul capătă greutatea specifică 1,8. Se adaugă iodura de potasiu și 
iod metalic. Acest ameste: se încălzeşte pînă sc formează vapori de 
iod de culoare violetă. 

31. Eritrosina și albastru de toluidină. Se utilizează pentru eviden- 
țierea miceliilor din țesuturile plantelor parazitate. Secţiunile se introduc 
într-o soluţie de eritrosină 0,10%, pentru 15 minute, după care se spală 
în apă şi se transferă în soluţie apoasă de albastru de toluidină 10%. 
1—2 minute. Se spală din nou în apă şi se diferenţiază în apă acidu- 
lată 0,20% (cu acid acetic) pînă cînd miceliul devine albastru, iar fondul 
tesuturilor roz. Secţiunile se deshidratează și se montează în balsam 
de Canaaa. 


Eritrosina poate fi înlocuită cu un amestec format din: 


aritrogsină pe a e eta e i a m a Op g 
orange "Ca e ae e ape de cae e a ea, e E 
apă distilată. . . . . . . . . . . . .100 ml 


32. Fuzina și verde de metil. Se prepară soluții alcoolice de fuxină 
și verde de metil şi se amestecă, turniînd verde de metil peste fuxină 
pînă se realizează un lichid de culoare violetă. Acest amestec se mai 
poate prepara astfel: se dizolvă simultan în apă distilată fuxina si 
verde de metil pînă ce amestecul capătă o culoare violei închis. Se 
adaugă cîteva picături de acid acetic glacial. Cu acest amestec se reali- 
zează în acelaşi tim» atît hidroliza cît şi colorarea materialului. Nucleii 
se colorează în “verde albăstrui, protoplasma în roz intens. După colo- 
rare secțiunile se spală în apă și se montează în glicerină. 

Se utilizează, de asemenea, pentru colorarea membranelor celulare. 
Acestea se colorează în verde sau albastru, a pcrilor staminali de la 
Tradescantia şi a celulelor epidermice ale frunzelor de ceapă. Se poate 
studia formarea și structura anterozoizilor. 


R 
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33. Iodo-clorhidratul Mayer. Se prepară prin dizolvarea a 5 g clor- 
hidrat în 2 ml apă distilată. Soluţia obţinută se saturează în iod. Se 
păstrează în sticle brune la întuneric. Preparatele trebuiesc examinate 
imediat, deoarece clorhidratul distruge rapid grăunciorii de 'amidon pe 
care iodul îi evidențiază prin colorare. 

34. Metoda de colorare a lui Mann, se foloseşte pentru eviden- 
țierea în special, a micelilor din țesuturile plantelor paraziate, prin 
colorare cu eritrosină și albastru de toluidină. Secţiunile se colorează 
in soluție apoasă de eritrosină 0,l0/ pînă se obţine o colorare roză 
(15 minute). Se spală cu apă şi se recolorează cu o soluţie apoasă de 
albastru de toluidină 1%% timp de 1—2 minute. Se spală din nou în 
apă. Se diferenţiază în apă acidulată 0,2% (cu acid acetic), pînă cînd 
miceliul devine albastru, iar fondurile ţesuturilor roz. Se deshidratează 
și se montează în balsam de Canada. Eritrosina poate fi înlocuită cu 
un amestec format din : 


eritronisă . . a a 9 e a i 4 0,2 g 
ötangë GS. e se a a a vite a Său tari 1,0 g 
apă distilată . . . op iz o Cote ie ae ae LO ml 
35. May-Grunwald- Giemsa 
Soluția A i 
May-Grunwald pulvis ka a ie aie Sta oo e «e 0,08 g 
Giemsa pulvis. . . . . o. o i e a „016 g 
alcool metilic . . . e ee e pe e a e a 100. ML. 
Soluţia B 
violet de gentiana . . . . . . . . . 0,02 g 
albastru de toluidină . . . . . . . . 0,02 g 
alcool metilic . . . . E Ca E 100 ml 


Soluția A se amestecă cu solutia B în raport de 3:1. Colorantul 
obținut se diluează cu apă tamponată, pH 7,2, în proporție de 1:4. 

36. Roşu de Congo și crisoidină: (reactivul Genevez). 

Se utilizează crisoidină și roșu de Congo, ce se prepară astfel : 


Crisoidina 

l. crisoidină . . a MD ET tul a0f alolir „dA 1 g 
alcool etilic absolut . . . . . . ` . 100 m 

2. erisoidină . pe e Aa e 3 0,5 g 
apă distilată . . . . . . . . . . . 100 ml 

h de Congo 
roşu de Congo . oaoa aaa ai 3g 
apă distilată . cea 0 ie te AA dea er se OOl 
amoniac . i pie ăla (dl o dia lg a d-na Mă, e 6 5 ml 

2. roşu de Congo N N E a 1g 
apă distilată . . . . . . . „ . . . 100ml 
amoniac. . . . . . Cîteva picături 


Coloranții astfel preparat, “sînt lăsaţi în repaus 1—2 zile, la tem- 
peratura camerei, pentru dizolvarea completă a substanțelor după care 
se amestecă în părti egalc. Se lasă, din nou, în repaos 2 zile și se fil- 
trează. Se utilizează pentru colorarea membranelor celulare. Membra- 
nele celulozice sc colorează în roșu, cele lignificate în galben sau porto- 
caliu, în timp ce cele cutinizate în galben-auriu. Se obține o culoare de 
calitate superioară în cazul fixării materialului cu alcool acetic. 


153. 


37. Verde de iod și fuzină. Se amestecă o soluţie apoasă de verde 
de iod 0,10/, cu o soluţie concentrată de fuxină, în proporţie de 9:1 
Secţiunile (materialul) sînt lăsate în acest amestec cca 10 minute, după 
care se diferenţiază în alcool absolut la care se adaugă acid acctic gla- 
cial şi 0,1%% iod. Se realizează o dublă colorare. Citoplasma se colorează 
în roșu deschis, nucleolii în roșu închis, iar cromatina devine albastră. 
Acest amestec este instabil şi se recomandă să se prepare în momentul 
utilizării. 

38. Roșu Magdala și Verde de lumină. Metoda de colorare cu roșu 
de Magdala şi Verde de lumină a fost claborată de Altmanh pentru 
evidenţierea miceliilor din țesuturile infestate. Se procedează în felul 
următor : secţiunile se ţin în fixatorul Flemming 15—20 minute, iar 
după ce se spală cu apă timp de 20—30 minute se introduc în soluţie 
apoasă 0,25% roșu de Magdala, pentru un timp ce variază de la 1 minut 
la 24 de ore. Intensitatea colorării se controlează la microscop şi se 
întrerupe în momentul obţinerii coloraţici dorite. Excesul de colorant 
se poate îndepărta prin spălarea în apă, timp de 5 minute şi alcool 
etilic absolut timp de 30 secunde, Miceliile se colorează în roșu. În 
continuare secţiunile sînt transferate în solutie 0,30% de verde de lumină, 
preparată în ulei de cuișoare, în care sînt ţinute pînă în momentul în 
care tesuturile plantei gazdă se colorează în verde. Secţiunile se mon- 
tează în balsam de Canada. l 


39. Safranină şi albastru de metilen : Secţiunile se trec prin seria 
de alcool și se introduc pentru colorarea în solutie alcoolică de safra- 
nină, ce se prepară prin amestecarea în părți egale a safranin i 
cu alcool etilic absolut. După colorare, secțiunile sînt trecute în acidul 
clorhidric, în care se lasă pînă rămîn colorate numai țesuturile ligni- 
ficare și cutinizate. Se spală cu apă de robinet şi se recolorează cu al- 
bastru de mctilen 10⁄9. Se spală cu apă; se deshidratează şi se montează 
în balsam de Canada. Celuloza se colorează în albastru iar lemnul, 
suberul şi cutina în roşu. 


40. Metoda colorării cu Verde de iod și carmin : 
Soluțiile colorate se prepară astfel : ' 
1. Verde de iod 


verde de iod . . . . . . a a aaa 1g 

apă distilată . . . . . . . . . . . a 100ml 
acid acetic glacial . . . . . . . . . .3—4 ml 
timol e a e. 1-—2 cristale 

2. Carmin-alaun 

CRETIN -s se auo a a a e e i up a e d l g 
alaun de potasiu . . . . . . . . 1g 

apă distilată . . . ; seu a 100 ml 


Modul de preparare : Carminul și alaunul se dizolvă prin fierbere 
timp de 30 minute. Se lasă să se răcească şi se filtrează. 

Pentru obținerea soluției de carmin se mai poąte utiliza şi urmă- 
torul procedeu. Se face o soluție apoasă concentrată de alaun de po- 
tasiu, prin dizolvarea la cald. La un litru de soluție de alaun astfel 
pregătită, se adaugă 2 lingurițe de carmin. Se fierb în clocot împreună, 
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15—20 minute iar după răcire se filtrează. Se adaugă 1—2 cristale de 
timol ca antiseptic. 

Colorarea se efectuează astfel : secţiunile javolizate și spălate în 
apă distilată acidulată sînt trecute un timp ce variază de la cîteva se- 
cunde la un minut, în soluţie de verde de iod 10/. Întreruperea colo- 
rării se face prin transferarea bruscă a secţiunilor în alcool 90°. Prin 
această operaţie se îndepărtează totodată excesul de colorant din țe- 
suturi. Alcoolul este îndepărtat prin trecerea în continuare a secțiu- 
nilor în 3—4 vase cu apă distilată. Colorarea se efectuează prin intro- 
ducerea secţiunilor în soluţie de carmin, unde sînt lăsate 10—20 minute 
în funcţie de intensitatea dorită. Se spală în apă distilată şi alcool iar 
după irccerea prin alcool şi xilol, se montează în balsam de Canada. 

Pentru a scurta durata colorării, cele două soluţii se pot amesteca 
în proporţie de 1 ml soluţie de verde de iod la 10 ml soluţie de carmin- 
alaun. În acest fel dubla colorare se realizează simultan în cca 5 mi- 
nute. ; 

Pentru colorarea diferențiată a unor constituienți celulari se re- 
comandă efectuarea unor colorări mixte, prin utilizarea a doi sau mai 
mulți coloranti. 


41. Tripla colorare a lui Strasburger 

Se realizează cu un amestec de trei coloranți : safranină, violet de 
gentiana, orange G. 

1. Safranină : 


saranfină . . IE E E E OE E: 

alcool etilic absolut koo va a a aota iii! 

apă de anilină . . . . . . . . e a 8—4 picături 
2. Violet de Gentiana 

violet de gentiana . . . . . . . . . a 1g 

apă distilată . . . . e e a a 100 ml 
3. Orange G ; 

orange G . aoaaa e a e e e e e a 02g 

apă distilată . . . i . . 100 ml 


Tripla colorare a lui Strasburger se aA. în cazul fixării în 
lichidul Flemming. 

Modul de lucru: Secţiunile ţinute într-o soluție de alcool 96° sînt 
trecute în soluţie de safranină 10%% pentru 12 ore. Se spală în apă disti- 
lată şi se diferențiază coa un minut într-un amestec format din alcool 70“ 
şi 0,1 acid clorhidric N/2. Se spală din nou în alcool etilic absolut și 
apă şi se colorează în violet de gentiana (2 minute) și Orange G (10— 
60 secunde). Se spală în alcool ctilic absolut și se diferenţiază în esenţă 
de garoafe (Fugenol) timp de 10 minute. Se îndepărtează uleiul de ga- 
roafe prin spălare cu xilol sau toluen şi se montează în balsam de 
Canada sau euparal. 


8. REALIZAREA UNOR PREPARATE CITO-HISTOLOGICE 
DE CORMOPHYTAE 


Cormophyta — reprezintă a doua unitate mare taxonomică a reg- 
nului vegetal în care sint încadrate plantele superioare, grupate în trei 
filumuri : Pteridophyta, Gymnospermae, Angiospermae. Cele trei uni- 
tăți sistematice, deşi se individualizează prin caractere majore, proprii, 
au însă un caracter esenţial comun şi anume, cormul. 


Cormul — aparatul fe caracteristic plantelor superioare — 
se deosebeşte radical de ta prin apariția organelor vegetative şi a te- 
suturilor adevărate. Prezenţa în structura cormului a ţesuturilor condu- 
cătoare denotă un salt evolutiv pe care aceste plante l-au realizat pe 


măsura emancipării lor treptate de la mediul acvatic la cel aerian te- 
restru. 


La Spermatofite apare, de asemenea, un nou organ reproducător, 
complex — floarea. 

Datorită complexităţii structurale a cormului, cercetarea citohisto- 
logică a organelor vegetative şi reproducătoare nu mai poate fi reali- 
zată pe baza unor preparate „in toto“; este necesară o prelucrare su- 
plimentară a materialului din 'care nu poate lipsi operaţia de secționare 
sau de etalare a acestuia. Secţiunile se pot realiza cu briciul „de mînă“ 
sau la microtomul mecanic. Prin urmare, pe baza acestor considerente, 
preparatele pot fi grupate în trei categorii: preparate „de mînă“, pre- 
parate realizate prin includerea în parafină a materialului și secționarea 
acestuia la microtomul mecanic și preparate de tip „squash“. Întrucît 
tehnica includerii în parafină și metoda Feulgen rapidă sînt expuse în 
alte capitole ale lucrării (v. pag. 162, 194), în continuare vom face o suc- 
cintă prezentare a tehnicii de realizare a preparatelor „de mină“. 

Preparate „de mină“. Preparatele de acest gen, prin calităţile lor 
satisfac exigenţele didactice și chiar ştiinţifice ; pentru că sînt mai uşor 
de realizat, cu un minim de materiale și ustensile, sînt adesea prefe- 
rate înaintea celora obţinute prin tehnica împarafinării. 

Pentru obţincrea unor preparate microscopice se parcurg următoa- 
rele etape succesive : fixarea, secționarea, colorarea și montarea. Tehnica 
poate fi complicată sau simplificată în functie de material şi scopul 
urmărit. : 

Materialul se selectează în funcţie de sarcinile didactice sau ştiin- 
țifice ; menţionăm cîteva dintre cele mai utile materiale în predarea 
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botanicii : rădăcini şi tulpini de ferigi — pentru evidenţierea anatomiei 
acestor organe şi pentru demonstrarea evoluţiei stelului ; rădăcini de 
Ranunculus sp. şi Iris sp. — pentru evidenţierea structurii primare a 
rădăcinii de la Dicotyledoneae şi Monocotyledoneae ; rădăcini de Vicia 
faba şi rădăcini adventive de Nerium oleander — pentru structura se- 
cundară' a rădăcinii; tulpini de Ranunculus, Pisum sativum și Zea 
mays — pentru evidențierea structurii primare a acestui organ; ra: 
muri de unul, doi şi trei ani de Tilia sp. — pentru a demonstra struc- 
tura secundară a tulpinii ; frunze de Prunus sp. și Fagus sylvatica pen- 
pentru structura dorsiventrală şi frunze de Iris sp. — pentru structura 
unifacială a acestor organe; strobili de Selaginella helvetica, conuri 
C și 9 de Pinus silvestris, Abies alba sau Picea excelsa, flori, seminţe 
și fructe de la Angiospermae, la care se mai pot adăuga multe altele. 


Fizarea — se realizează în unul din fixatorii adecvaţi menţionaţi 
la pag. 108-—135 (Uneori se poate renunţa la fixare). , 
Secţionrea — Materialele proaspete sau în prealabil fixate, pentru 


a putea fi analizave trebuie secţionate. În funcţie de organ şi de ceea 
ce dorim să evidenţicm se pot executa trei tipuri de secţiuni : transver- 
sale (planul secţiunii este perpendicular pe axul longitudinal al orga- 
nului), longitudinal-radiare (planul secțiunii este paralel cu axul long:- 
tudinal al organului, trecînd prin centrul său) şi longitudinal-tangențiale 
(planul secţiunii este tot paralel cu axul longitudinal al organului, dar 
nu trece prin centrul său) (fig. 61). 


Fig. 61 — Tipuri de secțiuni: a — transversală: b — longitudinal-radiară ; 
c — longitudinal-tangențială. 


pi 


În starca în care au fost recoltate pot fi secționate numai organele 
care au o anumită consistență naturală. Cele moi vor fi în prealabil 
partial deshidratate prin cufundare în alcool 7004, timp de 6—24 de 
ore (sau mai mult) pentru a le conferi o anunită rigiditate. Alte mate- 


riale, proaspete sau conservate pe cale uscată, fiind prea tari, de ase- 
menea, nu pot fi secţionate ; acestora li se va aplica un tratament preli- 
minar, care constă în fierberea lor în apă distilată, în apă acidulată sau 
glicerină timp de 10—60', în funcţie de grosimea și de particularitățile 
anatomice ale materialului, pentru a reda ţesuturilor o oarecare elastici- 
tate. 
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„ Piesele moi sau mici nu pot fi ţinute singure în mînă pentru a fi 
secționate ; de aceea se recurge la cuprinderea lor între două jumătăţi 
longitudinale de măduvă de soc sau măduvă de floarea soarelui. În lipsa 
acestora se poate utiliza, cu bune rezultate, polistirenul expandat. Ma- 
terialul se orientează în poziţia dorită între cele două jumătăţi, fixate 
prin stringerea lor între degetele miinii sau prin legare cu aţă subţire 
(fig. 62), după care se poate trece la secționarea propriu-zisă. 


Fia. 62 — Pregăbhirca măduvei de soc 
şı orientarea materiaiului în vederea 
secționării. 


Materialul ce urmează a fi secţionat se ţine în mîna stingă, iar bri- 
ciul anatomic în mîna dreaptă. Secţionarea se face printr-o singură miş- 
care lentă şi continuă a briciului, de la periferia obiectului spre executor 
și de la stînga la dreapta, dindu-i o înclinaţie de 45° (fig. 63). Secţiunile 
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Fig. 63 — Executarea secţiunilor cu briciul de mînă. 


se culeg de pe lama briciului cu o pensulă fină și moale înmuiată în apă 
și se depun într-un vas cu apă. După realizarea unui număr suficient de 
secţiuni sc trece la trierca lor. În acest scop se pun pe lamă mai multe 
secțiuni, dintre care, după analiza microscopică a fiecăreia în parte, se 
rețin numai cele reuşite. Pentru a fi considerate bune, secțiunile trebuie 
să îndeplinească două condiţii esenţiale şi anume : să fie cît mai subțiri 
(3—30 u) şi să fie perfect perpendiculare sau paralele în raport cu axul 
longitudinal al organului secționat. 
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Secţiuni mai fine şi maj uniforme se pot obţine cu ajutorul micro- 
tomului de mînă (fig. 64). În acest scop materialul se fixează într-un 
dispozitiv al microtomului fie singur, dacă acesta are o consistenţă co- 
respunzătoare, fie cuprins între două bucăţi de măduvă de soc, dacă ma- 
terialul este moale sau piesa este de dimensiuni mici. Prin rotirea şuru- 
bului micrometric materialul este ridicat cu cîţiva microni deasupra 


Fig. 04 — Două tipuri 
de microtoame de 
mînă: A — cu plan în- 
clinat; B — cu avans 
prin deșurubare. 


B 


suprafeței de secţionare. Briciul înclinat la 45°, tras prin glisare pe 
măsuţa circulară sau şinele microtomului realizează secțiuni. 

Operaţici de sccţionare trebuie să i se acorde cea mai mare atenţie, 
ştiut fiind că de reuşita acesteia depinde în mare măsură calitățile pre- 
paratelor. Dar, aşa după cum remarca Sass (1951) — „instrucţiunile 
scrise au o mică valoare; principalele cerințe sînt răbdarea, experiența 
si, probabil, o îndemînare inerentă“. 

Clarificarea secțiunilor — Înainte de colorare multe dintre secţiunile 
histologice sint supuse unei operaţii premergătoare cunoscută sub nu- 
mele de clarificare. Clarificarea se poate realiza prin intermediul mai 
multor substanțe minerale şi organice. dar dintre toate cel mai frecvent 
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utilizată este hipocloritul de sodiu sau potasiu (apa de javel). Peste 
segțiunile triate şi reţinute se toarnă hipoclorit de sodiu, în care se ţin 
pînă cînd devin alb-lăptoase (1—10'). Pentru a evita distrugerea totală 
a celulelor, inclusiv a pereţilor ceiulari, se recomandă ca această operație 
să se facă.sub control permanent la microscop. Javelul, fiind o soluţie 
caustică, distruge conţinutul viu al celulelor, punind astfel mai clar în 
evidenţă pereţii celulari. 

Tolucnul, xilenul, cloroformul și alţi solventi organici contribuie și 
ei la clarificarea secţiunilor. i 

Javelizarea este oprită la momentul oportun prin introducerea sec- 
tiunilor în apă. Spălarea secţiunilor și climinarea bulelor de gaz formate 
sc poate realiza prin transferul repetat al secţiunilor în mai multe vase 
cu apă acidulată (apă acetică 104), urmată în final de o spălare abun- 
dentă în apă distilată. 

Clarificate şi hidratate secţiunile sînt supuse în continuare operației 
de colorare. 

Colorarea — Pentru a scoute cit mai clar în evidenţă unele detalii 
structurale este indispensabilă colorarea diferențiată a materialului, fără 
de, care uncle cercetări histologice şi în special citologice nu s-ar 
putea realiza. Colorarea diferențiată este posibilă datorită afinităţii deo- 
sebite pe care diferitele elemente celulare (peretele, citoplasma; nucleul, 
vacuomul, ş.a.) o manifestă [aţă de colorant ; colorantul adecvat se fi- 
xcază pe clementul față de care are afinitate cu atîta intensitate încît 
nu'mai poate fi îndepărtat printr-o spălare obişnuită. 

Se cunoaşte un număr foarte mare de coloranţi cito-histologici : cei 
mai uzuali sînt prezenți în alte pagini ale lucrării (v. pag. 136—155). 

Metoda de colorare utilizată este dictată de scopul urmărit, iar în 
funcţie de acesta se stabilesc : colorantul adecvat, timpul de acţiune ol 
acestuia, temperatura, ş.a. Metodele de colorare pot fi grupate în mai 
multe categorii, în funcţie de diverse criterii. Principalele tipuri sînt 
următoarele : i 

— colorări difuze — în care clementele structurale ale secțiunii apar 
uniform colorate ; 


— colorări selective — în care fiecare țesut sau fiecare element 
structural celular se colorează diferit.. permițînd astfel o analiză mai 
detaliată, mai complexă şi mai precisă a materialului. La rîndul lor co- 
lorările selective pot fi directe — cînd secțiunile sînt trecute din apă 
direct în colorant — și indirecte — cînd secţiunile înainte de colorare 
sint supuse unui tratament special, intermediar, care asigură o mai bună 
reușită a acesteia, cunoscută sub numele de mordansare sau bait. 

Mordansarea este indispensabilă în cazul în care colorantul utilizat 
nu poate reacţiona direct cu elementele structurale celulare ; mordan- 
sarea are tocmai rolul de a facilita fixarea puternică a colorantului și 
de a-l] face foarte rezistent la acţiunea substanțelor decolorante. Mor- 
danţii sînt atit substanțe organice cît şi minerale. Dintre mordanţii mi- 
nerali cei mai uzitaţi cităm : alaunul de fier, alaunul de potasiu Şi mai 
rar alaunul de crom, acidul cromic, clorura de zinc sau de mercur ș.a. 
Dintre mordanţii organici mai des folosiţi sînt : acidul picric (care este 
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în acelaşi timp un bun fixator ca şi un bun diferenţiator) formolul şi 
acidul fenic. 

Mordansarea are loc prin cufundarea secţiunilor în una din solu- 
țiilor apoase ale substanțelor menţionate, timp de 30' — 24 de ore in 
funcţie de mordant şi colorantui folosit. Este urmată de o spălare în 
apă, după care se poate trece la colorare. Mordansarea se poate face și 
concomitent cu colorarea prin amestecarea mordantului cu colorantul 
(într-o anumită proporţie), obținîndu-se aşa numitul lac solubil. 

În funcţie de concentraţia soluţiei colorante, colorarea poate fi pro- 
gresivă şi regresivă. 

Coloraţea progresivă se realizează cu soluţii colorante diluate, în 
timp mai lung, pe cînd colorarea regresivă se face cu soluţii colorante 
mai concentrate şi într-un timp relativ scurt. 

Întreruperea operaţiei de colorare se face în momentul în care ele- 
mentele structurale ale preparatului sint uniform şi puternic colorate 
și se realizează prin înlocuirea colorantului cu apă (sau alcool). Nu tre- 
buie să se ajungă la supracolorare deoarece sc strică calitatea colorări!. 
Dacă totuşi aceasta s-a întîmplat secțiunile sînt supuse operaţiei de 
decolorare, numită diferenţiere. 

Diferenţierea constă în tratarea materialului cu o soluţie regresivă 
pentru eliminarea parțială a colorantului din celule sau tesuturi. Unul 
dintre cei mai buni diferenţiatori este soluţia apoasă 1—20/⁄ de alaun 
feric, în special pentru hematoxilina ferică. 

Difcrentţierea se urmărește la microscop pentru a putea fi oprită 
la momentul oportun. Difcrenţicrea se realizează cu atit mai lent cu 
cît soluţia este mai diluată. Ea fiind progresivă (în cazul unei colorări 
cu hematoxilină ferică) se decol6rează mai întîi citoplasma, apoi inclu- 
ziunile şi în cele din urmă cromatina. Dacă diferentierea s-a depășit, 
colorarea se repetă după o rapidă spălare a secţiunilor în apă. 

Colorările, privite în ansamblu, pot fi simple — cînd se utilizează un 
singur colorant, care dă o singură nuanţă de colorare — şi combinate — 
cînd se foloseşte un amestec de mai mulţi coloranți, fiecare în parte 
evidențiind numai unele elemnte structurale, secțiunile devenind poli- 
crome. ! 

După o nouă spălare a secțiunilor colorate ele pot fi montate. 

Montarea secțiunilor se. poate face în una din substanțele mențtio- 
nate la pag. 33—38. Alegerea uneia sau alteia dintre substanțele descrise 
nu poate fi întîmplătoarc ; ca trebuie să fie adecvată, în primul rînd, 
colorantului utilizat. Dacă mediul de montare este miscibil cu apa, 
secțiunile, imediat după spălare, fără nici un alt tratament, sint mon- 
tate. Dacă mediul de montare este balsamul de Canada, substanţă care 
nu este miscibilă cu apa. secţiunile vor fi mai întîi deshidratate şi 
apoi impregnate cu xilen (toluen ş.a.), operaţii ce se realizează prin 
trecerea secțiunilor prin seria de alcool și prin mixtură de alcool-xilen 
pînă la xilen pur. În mijlocul lamei se pun, cu o baghetă de sticlă 
sau pipetă, 2—3 picături din mediul de montare. Cu o pensă fină se 
introduc în mediul de pe lamă una, două sau mai multe secţiuni (în 
funcţie de dimensiunile acestora), după care se aplică lamela. Uneori 
mediul de montare fiind în exces iese în afara lamelei, ceea ce este 
inestetic, iar lutarea nu mai poate fi realizată. Ca urmare excesul tre- 
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buie şi poate fı îndepărtat prin absorbţia sa cu micropipete, cu hirtie 
de filtru sau prin ştergere cu tampoane de vată hidrofilă şi cîrpe 
uscate. 

Preparatele montate în medii care nu se solidifică pot fi lutate 
folosind procedeele descrise la pag. 35—36. 


8.1. METODA INCLUDERII ÎN PARAFINĂ 


Metodele moderne utilizate în cercetările de cilo-histologie vege- 
lală au incontestabil o importanță primordială, dar ele nu pot suplini 
metoda clasică a împarafinării, care îşi păstrează valabilitatea şi im- 
portanța sa. Includerea în parafină este, așadar şi azi o metodă cu- 
rentă de laborator, utilizată, datorită rezultatelor sale remarcabile, atît 
în scopuri didactice-instruciive cit şi științifice. Constă în impregnarea 
totală și uniformă cu parafină a unui organism, organ, fragment de 
organ sau ţesut, cu scopul de a le conferi o anumită consistenţă şi 
elasticitate, proprietăţi noi care vor permite secționarea lor la micro- 
tomul mecanic. 

Metoda histologică a imparafinării cuprinde o serie de operaţii; 
uncle sînt obligatorii, altele facultative în funcţie de materialul prelu- 
crat şi scopul urmărit. În cazul ccl mai complex succesiunea operaţiilor 
este următoarea : prefixarea, fixare, spălarea, deshidratarea şi inclu- 
derea în parafină, secţionarea, întinderea și uscarea sectiunilor, depa- 
rafinarea, hidratarea, mordansarea, colorarea, montarea secţiunilor pu 
lame (fig. 65). 

În cele ce urmează vom face o succintă prezentare, în ordinea fi- 
rească, a fiecărei etape în parte, cu prezentarea unor modificări impuse 
de particularităţile materialelor biologice. 

Pentru exemplificarea metodei redăm modul de lucru în cazul în- 
tocmirii preparatelor microscopice în care vom pune în evidență com- 
plementul cromozomial sau fazele diviziunii mitotice la unele specii de 
organisme. 

Materialul adecvat : radicele tincre sau muguri vegetativi terminali. 
Radicelele se obţin în felul următor. Bulbii de ceapă maturi se aşează 
deasupra unor borcane cu apă, sau în cristalizoare pe fundul cărora se 
găsește un strat format din 3—4 rondele de hîrtie de filtru îmbibate cu 
apă. Borcanele sau cristalizoarele se ţin la temperatura laboratorului. 
După 2—3 zile din discul sulpinal se dezvoliă radicelele. Cind acestea 
ating dimensiunea de circa 8—10 mm se vor recolta cu ajutorul unci 
forfecuţe. Excesul de apă de pe radicele de îndepărtează prin așezarea 
acestora pentru 1—2 minute pe o hîrtie de filtru, după care se introdu 
imediat în soluţia fixatoare. 

Radicelele unor graminee cerealiere (ex. griul, secara, orzul, po- 
rumbul) și alc unor leguminoase (ex. bobul, mazărea, fasolea) sînt la 
fel de recomandate întrucît au cromozomii mari. 

Cariopsele gramincelor sau semințele se pun la germinat în cutii 
Petri sterile, pe hirtie de filtru umcciată. Toate scminţele menţionate 
(mai puţin bobul) după cîteva zile (3—4 zile) germinează. 
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Fig. 65 — Etapele tehnicii includerii în parafină. 


Recoltarea radicelelor este bine a se face în primele ore ale di- 
mineţii (7—9), perioadă cînd frecvenţa diviziunilor este maximă. In- 
tensificarea procesului de diviziune poate fi indusă prin supunerea ma- ` 
terialului la unele şocuri termice (30—60' în frigider la +5°C, apoi la 
temperatura laboratorului, 60—80') după care se face recoltarea radi- 
celelor. A 

1. Prefizarea — operaţie obligatorie în cazul în care dorim să 
analizăm complementul cromozomal, avind rolul de a inhiba formarea 
fusului de diviziune şi de a determina o contraciare (scurtare şi îngro- 
șarc) a cromozomilor. Consecința, acumularea unui număr mare de me- 
tafaze, o mai pregnantă individualizare a cromozomilor care pot fi 
totodată mai ușor etalaţi (separați). 

Ca substanțe prefixatoare mai adesea utilizate sint: emulsia de 
a-bromonaftalenă, 0,107, soluţie apoasă 0,010/, de colchicină şi soluția 
apoasă 0,030/, de hidroxichinolcină. Temperaturile joase de +1 și +2°C 
pot suplini cu bune rezultate substanţele menţionate. 

Durata prefixării depinde ‘de substanţa utilizată şi de particulari- 
tățile materiaiului. De regulă, pentru radicele 2—3 ore sînt suficiente 
după care prefixatorul este înlocuit cu soluția fixatoare. 
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În cazul în care dorim să evidenţiem fazele diviziunii cariochine- 
tice se renunță la prefixare, materialul trecîndu-se direct în fixator. 

2. Fixarea — constă, după Lison (1960) în a consolida dispune- 
rca spaţială, labilă din celulele vii, determinînd legături între molecu- 
lele vecine, legături suficient de solide pentru ca ele să suporte manipu- 
lările impuse de tehnica histologică. 

Consolidarea edificiului molecular celular se poate realiza cu 
ajutorul unei game largi de agenţi chimici. Alegerea fixatorului nu 
poate fi întîmplătoare ; ea este dictată de scopul urmărit și de metoda 
de colorare pe care urmează a o utiliza. Astfel pentru evidenţierea 
materialului genetic cele mai bune rezultate se obţin cu următorii fixa- 
tori: Navașin, Carnoy, picroformolul Bouin, soluția cromo- 
osmică a lui Benda, lichidul cromoplatin a lui Merkel ş.a. (vezi 
pag. 108—135). 

Durata fixării depinde de obiect, viteza de penetraţie a fixatorului 
$] temperatura la care se realizează. 


Radicelele, în amestecul Navaşin sint corect fixate după 24 de 
ere, la temperatura laboratorului. După o fixare cu Navaşin colorantul 
ideal pentru materialul genetic este hematoxilina ferică. 

3. Spălarea — La momentul oportun acţiunea fixatorului este în- 
treruptă printr-o spălare prelungită și repetată a materialului în apă 
curentă, alcool simplu sau iodat, în funcţie de fixatorul utilizat. Spă- 
larea are drept scop eliminarea totală a fixatorului din materialul bio- 
logic — ca urmare sistarea operaţiei de fixare — și de a permite o mai 
bună colorare. | `S 

Radicelcle fixate în amestecul Navaşin vor fi spălate în apă curentă 
timp de 24 orc. Manipularea poate fi mult uşurată, iar riscul de a 
pierde materialul biologic înlăturat, dacă radicelele sînt introduse în 
tubuşoare de sticlă legate la ambele capete cu cîte o bucată de tifon, 
sau în săcușoare de tifon. 

4. Deshidratarea — urmează spălării şi se impune a fi realizată 
deoarece apa nu este miscibilă cu parafină și nici cu solvenţii acesteia 
(xilen, toluen ,cloroform, benzen). Scoaterea apei din țesuturi se reali- 
zează prin trecerea materialului spălat printr-o scrie succesivă de alcool 
cu concentraţie crescîndă : 150%% 350%, 55%, 700/0, 800% 950/, 1000/. 
În fiecare concentraţie materialul sc ţine (30—60) minute. În alcool 700% 
materialul poate fi conservat. Pentru a avea garanţia unei deshidratări 
perfecte alcoolul absolut (1000/) se schimbă de trei ori la intervale de 
o oră. 

Substituţia alcoolului — Întrucât alcoolul nu este nici el misibil cu 
parafina se va înlocui treptat cu unul din solvenţii parafinei prin tre- 
cerea materialului (ex. a radicelelor) printr-o seric de mixturi alcool- 
cloroform (xilen sau toluen) în următoarele proporţii: 3/1; 2/1; 1/2; 
1/3; 1; 1; 1. În fiecare din mixturi materialul se ţine pînă cînd radi- 
celele cad pe fundul fiolelor (circa 30—60 minute), cloroformul schim- 
biîndu-se de trei ori la intervale de o oră. În oricare din mixturi, ca și 
în cloroform pur, materialul poate fi ţinut însă pînă la 24 ore, fără 
“riscul de a se deteriora Alcoolul, ca și cloroformul, fiind o substanță 
volatilă, fiolele vor fi ermetic închise cu dopuri de plută (sau cauciuc). 
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Cloroformul (xilenul, toluenul), ca solvent al parafinei, facilitează 
penetrația acesteia în ţesuturi, pe care le impregnează, conferindu-le 
consistenţa optimă sceţionării, realizînd totodată o clarificare a mate- 
rialului biologic prin dizolvarea unor substanțe organice (ex. lipidele) 
și determină eliminarea aerului. 

5. Includerea în parafină — are drept scop impregnarea materiale- 
lor biologice cu parafină și formarea bloculcţelor. Prin urmare în cadrul 
acestei operaţii se disting două etape: impregnarea și montarea. 

Pentru infiltraţia parafinei în ţesuturi se procedează astfel : într-o 
fiolă de sticlă se prepară o mixtură (1/1) de cloroform şi parafină. 
Omogenatul poate fi realizat mai rapid dacă se va utiliza parafină to- 
pită. În accastă mixtură (cloroform-parafină, 1/1) se transferă, din clo- 
roform „materialele biologice (ex. radicelele) în care se ţin circa 24 de 
ore la temperatura camerei. Pentru a evita evaporarea cloroformului 
este necesar ca fiolele să fic, și de astă dată, ermetic închise cu dopuri 
de plută sau de cauciuc. După scurgerea celor 24 de ore, fiolele, de la 
care s-au scos dopurile, se introduc în termostat la temperatura de 
58—60°C, unde se lasă circa 2—3 ore, timp în care are loc evaporarea 
completă a cloroformului și infiltrația parafinei. 

Pentru a avea garanția unci perfecte impregnări, materialul biolo- 
gic se transferă în sticle de ceas (capsule de sticlă sau portelan, cutii 
Petri, etc.) cu parafină pură al cărui punct de topire este în jur de 
50-—54°C în care se ţin circa 1—3 ore în termostat la temperatura de 
55—60“C. 

În acest răstimp se pregătesc  ustensilele şi materialele necesare 
montării piesclor biologice în blocul de parafină : un Vas cu parafină 
topită, glicerină, un cristalizor cu apă Yece (cu de 16—18 cm), tăvițe 
de porțelan, lampa de spirt, lampa cu incandescenţă, ace spatulate, 
pensete ș.a. 

Avînd la Îndemînă toate aceste materiale și ustensile se poate trece 
la formarea bloculețelor paralelipipedice de parafină. Pentru realizarea 
acestora se procedează astfel : se introduce în priză platina şotantă, iar 
deasupra acesteia se plasează o lampă cu incandencenţă. În momentul 
în care platina s-a încălzit (60°C) se scot vasele cu material şi cu paratină 
curată, lichefiată din etuvă şi se aşează pe platină. După ce vasele de 
împarafinare (== tăviţele de porțelan), au fost foarte bine unse pe toată 
suprafața internă cu glicerină pură şi ușor încălzită, se toarnă în ele 
parafina lichidă pînă cînd grosimea acestuia este de circa 3—4 mm. Cu 
ajutorul unei pense cu vîrf subțire, încălzită la lampa de spirt, se scot 
piesele din vasul cu material şi se ordonează (într-o poziție determinata 
şi la distanțe egale) pe fundul tăviţei de porțelan. Cînd această operaţie 
a fost încheiată, tăvița se ridică de pe platina şofantă, se așează pe un 
suport rece într-o poziție perfect orizontală, unde se lasă în repaos pînă 
cînd parafina începe să devină opacă, ceea ce indică începutul fenome- 
nului de solidificare. Solidificarea trebuie grăbită pentru a împiedica 
formarea cristalelor care ò face casantă. Grăbirea se realizează prin 
cufundarea tăviței într-un vas (cristalizator) cu apă rece. Pentru a evita 
formarea eventualelor goluri (bule) se apasă uşor cu degetul mare al 
miinii libere pe suprafaţa parafinei. După circa 5—10 minute, vasul în 
carc se află tăviţa se aşează sub un robinet din care curge un jet de apă 
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rece, unde se lasă pînă la completa solidificare a parafinci, moment mar- 
cat, de regulă, de ieşirea blocului de parafină din tăviță. 

Blocurile paralelipipedice de parafină, astfel obţinute, se şterg de 
picăturile de apă şi se etichetează. În cazul în care piesele incluse nu se 
disting prea clar, se indică pe bloc, prin trasarea unor săgeți, locul 
direcţia axului lor longitudinal. 

Blocurile care nu sînt imediat secționate pot fi păstrate în cutii 
Petri, cutii de carton ș.a. la o temperatură nu mai marc de 25“C, deoa- 
rece peste această valoare termică, parafina incepe să se înmoaie şi ca 
urmare blocul se deformează. 

6. Secționarea materialului — oste operaţia ce urmează şi se reali- 
ează la microtomul mecanic (tip Minot, Reichert sau M.F.B.), procedînd 
în felul următor. 

Din blocul mare de parafină, cu ajutorul unei lame de ras, a unui 
' bisturiu bine ascuțit sau ac spatulat, se detaşează un mic bloculeţ, ce 
conţine o singură piesă biologică inclusă. Pe piesa port obiect a micro- 
tomului se va forma un „pat adeziv“ de circa 2—4 mm. prin topiri şi 
solidificări repetate a aschiilor de parafină. 

În centrul stratului de parafină astfel realizat pe port obiectul micro- 
tomului, se face o scobitură paralelipipedică (prin intermediul unui ac 
spatulat încălzit), lăcaş în care se introduce și fixează blocul cu matc- 
rial. Pentru consolidarea bloculeţului pe port obiect, în jurul bazei sale 
se depun aşchii de parafină care se topesc succesiv. 

Odată fixat şi consolidat bloculeţul trebuie fasonat, prin secțio- 
narea laturilor sale dîndu-i în final o formă de prismă regulată sau de 
cub. Suprafaţa de secționare ideală este cea dreptunghiulară sau patra- 
tică ; oricum, pentru ca tenia să fic dreaptă se impune ca laturile opuse 
să fic egale şi paralele. 

Orientarea bloculețului sc face în funcție de direcţia de secţionare 
pe care dorim să o realizăm, transversală sau longitudinală. 

Piesa port-obiect, pe care s-a lipit şi fasonat bloculeţul, se fixează 
în lăcaşul său -din microtom, dîndu-i orientarea corespunzătoare (adică 
suprafața de secționare să fie paralelă cu lama cuţitului). . 

Prin rotirea butonului de pe faţa frontală a microtomului se sta- 
bilește grosimea secţiunilor (de la 5—30 um). , 

Microtomul se deblochează, iar prin învîrtirea roții angrenajele sale 
sînt puse în funcţiune. Dacă toate operaţiile au fost corect efectuate, 
cu fiecare coborire a bloculeţului rezultă o secțiune. Secţiunile succesive 
se lipesc între ele formînd o bandă (panglică) de parafină cunoscută sub 
denumirea de tenie (fig. 66) (denumire inspirată de forma ei similară cu 
a acestui vierme). Se întîmplă ca secțiunile să nu se lipească între el», 
sau banda să se fragmenteze. Aceasta înseamnă că parafina este prea 
rece şi ca urmare casantă. Neajunsul poate fi înlăturat prin plasarea 
deasupra piesei port-obiect a unei lămpi cu incandescenţă, care va facilita 
lipirea secțiunilor. 

Cînd banda are o lungime de circa 15—20 cm secţionarea se opreşte, 
tenia se desprinde de pe lama cuţitului cu ajutorul unei pensule umec- 
tată în apă distilată şi se așează pe o hîrtie neagră curată. Tot la fel se 
procedează pînă cînd va fi secționat întregul material (fig. 66). 
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Întrucît în panglică secţiunile sînt depuse în ordinea succesiunii lor, 
chistă posibilitatea unui studiu comparativ referitor la aspectul diferi- 
telor regiuni (zone), ale unui organ sau structuri oarecare.. 

7. Montarea secțiunilor pe lamă. Pe lama de sticlă, bine spălată, 


port obiectul 


Fi. 66 — Aspectul teniei rezultată 
p.in sectionar> la m'crotomul mecanic. 


degresată și uscată în prealabil, se pune un strop đe albumină-glicerinată- 
Mayer, care sc întinde cu degetul într-un strat foarte subţire şi uni- 
form. (Albumina glicerinată are rolul de a lipi secțiunile pe lamă, per- 
mitînd manipularea ulterioară a acestora fâră riscul de a le pierde sau 
deteriora). 

Din panglica cu secțiuni se detașează segmente de circa 1,5 cm 
(—4 cm) şi se aşează tangent şi paralel în mijlocul lamei pregătită în 
acest scop. Secgmentele pot fi ordonate transversal sau longitudinal în 
funcţie de modul de secționare al materialului avînd însă multă grijă ca 
lungimea acestora să nu depăşească lățimea lamei sau a lamelei. 

Lungimea segmentelor de tenie este aleasă în funcție de dimensiunile 
iamelelor pe care le vom utiliza la montarea preparateior. Pentru a evita 
unele greşeli se recomandă ca înainte de a se trece la aranjarea şi întin- 
derea benzilor pe lamă, să se deseneze pe o coală de hîrtie sau de car- 
ton dimensiunile lamei şi ale lamelei și să se traseze diagonalele lamei, 
intersecţia lor indicîndu-ne punctul central al acesteia. 

După ce lama sc suprapune peste acest desen, se poate trece la aran- 
jarca, întinderca şi lipirea benzilor pe lamă (fig. 67 şi 68). Pentru a 
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facilita ordonarea benzilor și întinderea lor, se depun pe lamă 2—3 pi- 
cături de apă. După ce secțiunile au fost bine întinse, lamele se pun pe 
platina şofantă unde se țin pînă cînd parafina devine translucidă (fig. 69). 
În acest timp albumina coagulează, realizînd o fixare puternică a sec- 
tiunilor pe lamă, iar parafina se înmoaie, realizîndu-se o mai bună întin- 
dcere a benzilor. Fiecare lamă se numerotează (pentru a se şti ordinea 
secţiunilor), se așează în tăvițe şi se introduc în termostat la temperaturi 


Fig. 68 — ATanjarea şi 
intinderea fragmentelor 
av tenie pe iamă: A — 
fragment din tenia cu 
scchuni ; B — ordona- 
rea secpunilor pe lamă 
utilizînd desenul de pe 


carton: L — lamă de 
sticlă pentru micro- 
scop; | — dimensiunea 


lamele; 1, 2, 3, 4 — 
îraumente de teme cu 
secțiuni. 


Fig. 69 — Piacă șofantă 
pentru topirea parafinei 
din secţiuni. 


de 35—37C, unde se lasă 3—4 (—7) zile, timp în care are loc uscarea 
completă a sectiunilor. 

8. Deparafinarea secţiunilor. Prelucrarea în continuare a secțiunilor 
necesită îndepărtarea parafinei, operaţie ce se realizează cu ajutorul ace- 
lorași solvenţi organici (benzen, cloroform, toluen, xilen) al parafinei. 
Dacă dorim ca deparafinarea să fie grăbită, încălzim lamele cu material 
pe placa șofantă pînă cînd parafina se topeşte, după care sc introduc în 
vasele Borell sau Laveran pline cu unul din solvenții organici ai para- 
finei. După circa două ore se transferă succesiv în alte vase cu solvenţi 
(două), în fiecare ţinîndu-se cîte o oră. În acest timp vasele se mişcă 
ușor pentru a crea un curent în solvent, ceea ce determină o mai rapidă 
și perfectă deparafinare. 

9. Hidratarea. Deoarece majoritatea coloranților utilizaţi sînt soluţii 
apoase sau alcoolice, este necesar ca secţiunile să fie hidratate. Hidra- 
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tarea nu poate fi făcută prin cufundarea lamelor cu secţiuni direct în 
apă, întrucît solvenții parafinei nu sînt miscibili cu apa. Pentru reali- 
zarea acestei operaţii secțiunile din xilen, sînt trecute mai întîi prin 
seria de xilen-alcool (3/1: 2/1: 1,1; 12: 13: 1: 1), iar de aici (de la 
alcool absolut) mai departe prin seria de alcooli 95%/, ; 80%, ; 7007, ; 550%% ; 
390,0: 15%/0), urmată de o spălare de 2—3 ori în apă distilată. În fiecare 
baic, lamele se ţin 10—15’. 

10. Mordansarea (baiţul). Lamele cu secţiuni hidratate se trec în 
alte vase cu soluţii apoase de alaun de fier 2,5%/, unde se lasă circa 3—5 
ore. Prin impregnarea structurilor biologice cu această soluţie, se faci- 
litoază colorarea. Mordansarea este întreruptă prin spălarea lamelor 
în apă distilată timp de 15—20’. Prin spălare se elimină excesul de solu- 
tic mordantă din ţesut. 

11. Colorarea. Pentru a scoate în cvidenţă mai pregnant unele dc- 
talii structurale ceste indispensabilă colorarea materialului. Este posibiii 
realizarea unei coloraţii diferenţiate datorită afinităţii deosebite pe care 
diferitele clemente structurale celulare o au faţă de colorant ; colorantul 
adecvat se fixează pe elementul faţă de care are afinitate cu atîta inten- 
sitate încit nu mai poate fi îndepărtat printr-o spălare obişnuită. 

Principalii coloranţi și metodele de colorare sînt prezentate într-un 
capitol anterior (v. pag. 136—155). Materialul genetic din celulele țesutului 
meristematic al radicelelor, după o fixare cu Navașin, vor fi colorate 
cu hematoxilină ferică Heindenhain. După mordansare şi spălare lamele 
se imersionează în colorantul din vasele Laveran unde sc lasă circa 2- -5 
ore, timp necesar colorării, Excesul de colorant din structurile biologic: 
oste spâlat printr-o clătire a lamelor de 2—3 ori în apă distilată. Cu 
hematoxilină ferică se realizează, de regulă, o supracolorare ; ca urmare 
este necesară o diminuare a coloraţiei, operaţie cunoscută sub numele 


de diferenţiere. 

12. Diferenţierea constă în tratarea materialului cu o soluție regre- 
sivă, care are drept scop eliminarea parțială a colorantului de pe struc- 
turile pe care s-a fixat. Unul din cei mai buni diferenţiatori pentru 
hematoxilină, este soluția apoasă 1—20/, de alaun feric. 

Lamele colorate şi spălate se ordonează în cutii Petri cu soluţie 
apoasă de 1—2%/, alaun feric. Diferenţierea fiind progresivă în cazul unei 
colorări cu hematoxilină ferică Heindenhein, se decolorează mai întîi cito- 
plasma apoi incluziunile şi în final cromatina. Această operație se face 
>ub control permanent la microscop pentru a fi oprită la momentul opor- 
tun, prin clătirea rapidă, de cîteva ori în apă. Dacă diferenţierea s-a 
depăşit, lamele se vor introduce din nou în colorant după o prealabilă 
spălare în apă, pentru reaccentuarea coloraţiei pînă la intensitatea op- 
timă. Odată cu controlul diferenţierii se va face şi controlul calităţii 
sectiunilor, reţinindu-se pentru montare numai cele corespunzătoare 

13. Deshidratarea şi montarea. Secţiunile reținute după triere vor 
fi montate în una din substanțele prezentate la pag. 33—38. 

Alegerea unuia sau altuia din mediile de montare se face în func- 
ție de colorantul utilizat. Montarea ideală este cea în balsam de Canada 
care asigură preparatelor o maximă stabilitate şi durabilitate. Întrucît 
această rășină naturală nu este miscibilă cu apa, se impune deshidra- 
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tarea. Eliminarea apei din structurile biologice poate fi realizată prin 
trecerea lamelor cu secțiuni prin seria de aclool (1504; 350%/,; 950%/; 
70079; 850%; 950/0; 100%). În fiecare concentraţie lamele se ţin 5--10 
minute, alcoolul absolut schimbiîndu-se de trei. ori la interval de o 
oră. Alcoolul nu este nici el miscibil cu balsamul de Canada, de aceea 
trebuie înlocuit cu unul din soh nții acestei rășşini (xilen, benzen, 
toluen). Pentru aceasta lamele sînt trecute succesiv printr-o seric de 
amestecuri alcool-xilen în următoarele proporţii: 3/1; 2/1; 1/1; 
13; 1; 1; 1). Xilenul (benzenul sau toluenul) se schimbă de trei ori. 
Poste secţiunile de pe lamă, se pun una, două picături de balsam de 
Canada și se acoperă cu o lamelă cunată și degresată. Preparatele întoc- 
mite nu pot fi analizate imediat deoarece balsamul fiind fluid riscâm să 1e 
deteriorăm. Pentru a evita dotemorarea preparatelor tăvițele se introduc 
irr poziţie perfect orizontală în termostat, la temperatura de 30-——35*C, 
unde se ţin circa 3—6 zile, timp în carc are loc solidificarea balsamului. 
Păstrarea în continuare a preparatelor se face în cutii speciale (fig. 
70), foritede praf care le alterează calitatea. După etichetare se intro- 


Fig. 10 — Cutu pentru 
colecţii de preparate 
microscopice. 


duc în colecția de preparate microscopice, constituind un excelent ma- 
terial didactic demonstrativ, la care se poate apela ori de cîte ori este 
nevoie, astfel de preparate avînd practic o durabilitate nedefinită. 


9. TEHNICI DE INVESTIGARE A CELULELOR VEGETALE 


În cercetarea universului celular sînt practicate azi tehnici de mare 
complexitate, rafinament şi eficacitate care permit abordarea celor mai 
criptice fenomene vitale. Rezultatele biologiei celulare şi moleculare din 
ultimele decade, unele de-a dreptul spectaculoase, justifică previziunile 
optimiste ale oamenilor de ştiinţă potrivit cărora biologia va cunoaşte 
în curînd mutații calitative profunde — metodologice şi conceptionale --- 
devenind liderul:ştiințelor naturii. , , 

Progresul în cunoașterea viului este așadar strîns legat de această 
revoluţie în tehnologia de investigare. Fără a nega valoarea cognitivă «a 
tehnicilor moderne trebuie însâ să recunoaștem că metodele și tehni- 
cile clasice își mai păstrează incă valcarea lor formativă călăuzind pe 
mai tincrii cercetători pe unele căi deja „bătătorite“, dar demne de 
parcurs. i 

Redăm în continuare cîteva tehnici simple dar eficiente, practicabile 
în orice laborator școlar, de evidențjere a unor constituenți celulari și 
de relevare a unor particularităţi fizico-chimice și fiziologice a acestora. 


9.1. EVIDENŢIEREA PLASMALEMEI ŞI TONOPLASMEI 


Plasmalema ca și tonoplasma sînt citomembrane cu grosimi de 
circa 8—10 cn, dimensiuni ce se situiază cu mult sub puterea de 
rezoluție a microscopului fotonic ; ca urmare ele nu pot fi vizionate deci; 
la microscopul electronic. Prezenţa lor poate fi demonstrată prin plasmu- 
liză, fenomen ce constă în desprinderea (parţială sau totală) a protoplas- 
tului de perete. Plasmoliza nu poate fi înțeleasă decît prin prisma per- 
mcabilităţii selective şi dinamice a acestor citomembrane. 


Materiale biologice : bulbi de Allium cepa, frunze de Elodea cana- 
densis. 


Întocmirea preparatului : se desprinde un fragment din epiderma 
superioară a frunzelor cărnoase ce intră în constituția bulbului de Allium 
cepa (o frunzuliță de Elodea sau un fragment din frunza de Valisneriaj 
şi se montează pe lamă într-o picătură de apă. Se analizează la micro- 
scop şi se constată starea de turgescență a celulelor. Pe una din laturile 
lamelei se depun 2—3 picături de soluție concentrată de NaCl (1M de 
KNO, sau 5—70/ de zaharoză), iar pe latura opusă o bucăţică de hîrtie 
de filtru. Pe măsură ce apa este absorbită de hîrtia de filtru soluția salină 
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(sau de zaharoză) penetrează între lamă şi lamelă, creînd un mediu 
hipertonic în jurul materialului biologic. În consecință apa din vacuolă 
trece în mediul extracelular (fenomen denumit exoosmoză), vacuola își 
micşorează treptat volumul, iar celula începe să se plasmolizeze. Plas- 
moliza începe la colțurile celulei şi se extinde treptat, trecînd de la 
forma concavă (incipientă) la cea convexă (finală). 

Fenomenul este reversibil dacă plasmoliza a fost indusă de o soluţie 
fiziologică şi n-a depâșit un prag critic. Deplasmoliza se poate realiza 
prin înlocuirea treptată (ca mai sus, dar în sens invers) a mediului 
hipertonic cu apa. 

Revoersibilitatea fenomenului demonstrează că plasmoliza și deplas- 
moliza sint nu numai procese fizico-chimice ci şi fiziologice. 

4 


9.2. EVIDENŢIEREA VACUOLELOR 


Vacuolele reprezintă adevărate lacuri în peisajul celulelor vegetale 
cu rol important în reglarea regimului hidric. Vacuolele reprezintă 
principalele compartimente celulare de depozitare nu numai a apei și 
a unor săruri minerale ci şi a unei game largi de substanțe organice ana- 
bolice (substanțe de rezervă) sau catabolice (produşi de excreţie). Sucul 
vacuolar, delimitat de tonoplasmă (tonoplast), este o mixtură de soluții 
perfecte şi coloidale. Mediul de dispersie este apa în care sînt solvite sau 
dispersate sub formă de micele o gamă largă de substanțe minerale (clo- 
ruri, ioduri, fosfaţi) şi organice (acizi organici: malic, citric, oxalic ; 
aminoacizi : asparagina, tirozina, leucina; hexoze: glucoza, fructoza, 
gdiactoza ; gume, mucilagii, uleiuri eterice, alcaloizi, taninuri, cauciucuri 
ş.a.). În funcție de compoziţia chimică calitativă şi ponderea diferitelor 
substanţe pH-ul sucului vacuolar poate fi acid, neutru sau bazic. 

Materiale biologice : bulbi de Allium cepa, frunze de Elodea cana- 
“densis, flori de Rosa sp., Dianthus sp., Viola sp. 


Întocmirea preparatului — un fragment din epiderma superioară a 
frunzelor bulbului de ceapă (o frunză de Elodea) se imersionează pentru 
10—15 minute într-o soluţie apoasâ 0,10/, de roșu neutru, după care se 
spală în apă curentă şi se montează pe lamă într-o picătură de apă. Colo- 
rantul se acumulează selectiv în vacuole pe care le colorează în roșu, 
tacilitînd evidenţierea lor la microscop. Aceeaşi culoare capătă şi pereții 
celulari. 

Petalele florilor de Rosa, Dianthus, Viola ş.a. constituie, de ase- 
menca, materiale propice pentru studiul vacuomului întrucît sucul 
vacuolar al celulelor constitutive este colorat nativ de antocianii solviţi. 


Preparatele se obţin prin montarea unui fragment de petală într-o pică- 
tură de apă. 


7 


9.3. CURENȚII PLASMATICI 


Matricea celulară (citosolul) reprezintă compartimentul cel mai fră- 
mîntat al celulei, cuprins de o permanentă mişcare frenetică cunoscută 
sub numele de dineză. Uneori aceste mișcări intracelulare au o mare 
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amplitudine (ccea ce a sugerat noţiunea de curenţi plasmatici) determi- 
nînd deplasarea componenților citosolici şi odată cu aceasta a tuturor 
organitelor celulare, unisens sau multisens. La baza genezei curenților 
plasmatici au fost puse multiple reacții metabolice care se desfăşoară în 
diferite zone fiziologice ale matricei celulare. Elementele citoscheletului 
(microtubulii și microfilamentelc) au neîndoielnic un rol important în 
geneza şi ordonarea „curgerii“ curentilor. 

Dineza poate fi observată în toate celulele vii, dar cu mult mai usor. 
datorită amplitudinii sale particulare, în celulele plantelor acvatice (ex. 
ciuma apelor (== Elodea canadensis), mărarul de baltă (= Miriophylun: 
spicatum), sirmulița apelor (== Valisneria spiralis), Chara sp. ş.a.), în 
hifele ficomiccetelor (ex. mucegaiul apelor (== Saprolegnia), în plasmodiilc 
mixomicetelor (ex. Physarum sp.) şi perii staminali (ex. sîrma de telegraf 
(Tradescantia), peri absorbanţi ș.a. 


N. Kamiya clasifică mişcările citosolice în 7 tipuri dintre care 
cele mai spectaculoase sînt cele de rotaţie și circulaţie. 

? A. Mişcarea de rotație — este caracteristică celulelor cu o singură 
vacuolă centrală ; „curgerea“ citoplasmei se face ordonat într-un singur 
sens în cadrul aceleiaşi celule, cu o viteză de circa 3 mm/minut. 

Materiale biologice — foarte nimerite sînt : frunze de Elodea cana- 
densis şi Valisneria spiralis, perișori absorbanţi de Hordeum vulgare sau 
Sinapis alba, tal (zona internodală) de Chara sau Nitella, hife de Sapro- 
legnia sau Achlya ş.a. 

Întocmirea preparatului. În funcţie de materialul biologic utiliza: 
se adoptă unul din următoarele procedee : . 

a) se desprinde o frunzuliță din zona apicală a tulpinii de Elodea 
canadensis sau zona internodală a talului de Chara (Nitela) şi se mon- 
tează într-o picătură de apă. 

b) se fac secțiuni tangenţiale, mai groase, prin porţiunea bazală a 
frunzelor de Valisneria spiralis sau prin zona piliferă a rădăcinilor tinere 
de Sinapis alba (Hordeum vulgare); una din secțiunile mai reuşite se 
montează pe lamă într-o picătură de apă curată. 

c) cu ansa, în prealabil flambată, se iau din vasele de cultură cîteva 
hife și se depun pe lamă într-o picătură de apă. ; 

Preparatele se analizează la microscop imediat după montare deoa- 
rece, condițiile artificiale, improprii, vor altera în scurt timp funcțiile 
celulare, implicit dincza. Se observă o frumoasă mişcare pasivă a orga- 
nitelor în manşonul plasmatic ce căptușeşte peretele celular, indusă de 
curenţii plasmatici (fig. 71). Impresia generală creată în urma analizci 
unor astfel de preparate este de „curgere“ a citoplasmei de-a lungul 
pereților celulari. 

Mișcarea poate fi accelerată prin intensificarea fluxului luminos ce 
cade pe preparat sau prin montarea materialelor biologice într-un mediu 
(apă fiziologică) încăzit pînă la 30—40"C. 

B. Mișcarea de circulație — este specifică celulelor cu mai multe 
vacuole ; în cordoanele plasmatice ce interconexcază punga plasmatică 
nucleară cu mansonul plasmatic perietal se pot observa curenţi cu sen- 


suri și viteze diferite. 
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Fig. 71 — Rotaţia plas- 
meci în celulele mezo- 
filare de la Elodea ca- 


nadensis ; pe — perete 
celular; cı — citosol: 
cl — cloroplaste; n — 
nucleu ; si — spaţiu 
intercelular : sc — sen- 
sul curenților plasma- 
tici; v — vacuole. 


Materiale biologice adecvate sînt: flori proaspete de Tradescantia 
virginica, fragmente tulpinale cu frunze de Bryonia dioica şi Cucurbita 
pepo, taluri de la diferite specii de alge verzi din ordinul Conjugates (ex. 
Zygnema, Spyrogyra). 

Întocmirea preparatului. Cu o pensă finá se desprind de pe stami- 
nele florilor de Tradescantia virginica (sau de pe tulpina de Bryonia sau 
Cucurbita) cîțiva peri care se montează pe lamă într-o picătură de apă 
curată. « 

Analiza microscopică cu obiectivul mic (10 X) relevă structura pluri- 
celulară uniscrială a perilor ; în fiecare celulă, de regulă dolioformă, se 
observă nucleul excentric, localizat într-o pungă plasmatică de la care 
pornesc în sens radiar, spre manşonui plasmatic parietal, mai multe cor- 
doane plasmatice ce compartimentează vacuola centrală. 

Cu un obiectiv mai mare (20x sau 40x) se poate observa o „curgere“ 
rapidă a citoplasmei, adesea în sens contrar chiar în cadrul aceluiasi 
cordon (Fig. 72). i 

Şi de astă dată curenţii plasmatici sînt evidenţiați de deplasarea dife- 
ritelor organite (leucoplaste) și incluziuni ergastice prezente în citoplsmă. 

Viteza curenților plasmatice poate fi măsurată prin utilizarea unui 
Microscop cu grosismente cunoscute (calculate în prealabil) și a 
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Fig. 72 — Circulaţ:a plasmei în celulele perilor 

stamwmali de la Tradescantea virginica: ci — ci- 

tosol ; N — nucleu; n — nucleol; pe — perete 
celular ; pl — plastide (amiloplaste). 


micrometrului ocular. În felul acesta poate fi urmărită și influența unor 
factori ecofiziologici (ca temperatura, lumina, sărurile minerale ş.a.) asu- 
pra dinezei. 


9.4. EVIDENȚIERE.I UNOR ORGANITE CELULARE 


Celula eucariotă este amplu compartimentată de un sistem extensiv 
de endomembrane ; fiecare compartiment reprezintă un organit în care 
se desfășoară în mod exclusiv sau preponderent anumite lanțuri meta- 
bolice celulare. Aşadar celula este organizată pe principiul specializării 
funcţionale şi diviziunii muncii la nivel subcelular, 

Din multitudinea de organite celulare numai mitocondriile și plasti-- 
dele pot fi vizualizate la microscopul fotonic ; cele mai multe (reticulul 
endoplasmic, corpii Golgi, lizozomii, peroxizomii, corpii paramurali ș.a.) 
nu pot fi rezoluţionate decît de microscopul electronic. 
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9.4.1. MITOCONDRIILE 


Mitocondriile sînt organite omniprezente în celulele eucariote oxi- 
biote, îndeplinind multiple funcţii, esențială fiind cea de fosforilare oxi- 
dativă de unde şi definirea lor ca centrii respirației celulare. În reali- 
zarea reacţiilor oxidative un rol daterminant îl au lanţurile respiratorii 
din membranele mitocondriale care asigură transferul electronilor si a 
protonilor de H+ pînă la oxigen care constituie acceptorul final, rezul- 
tînd apa metabolică. Energia rezultată este stocată prin  fosforilarea 
ADP, rezultind ATP. < 

Mitocondriile au o refringență scăzută, numai cu puțin mai mare 
decît a matrixului plasmatic, fapt ce face dificilă observarea lor „in 
vivo“ la microscopul fotonic obişnuit. Decelarea lor este posibilă la mi- 
croscopul cu contrast de fază şi cu fond (cîmp) întunecat și mai ales 
după o prelucrare citochimică în care sînt utilizaţi coloranţi vitali (ex 
verde de Janus, violet de Dahlia, sărurile de tetrazolium) sau histologici 
>pecifici (sulfat de berberină, bicromatul de potasiu, hematoxilina, so- 
lutia Lugol). 

În mod curent, pentru evidenţierea mitocondriilor ca și a poten- 
țialului lor oxidoreducător se folosește verdele de Janus. Acest colorant 
vital oxidat, de culoare verde-albăstruie, la nivelul mitocondrici este 
redus (acceptă electroni) de la flavoenzime și se transformă într-un 
derivat leuco. Foarte rapid este reoxidat de citocromii a, az, c şi cı și 
deci recolorat. După viteza de recolorare'se poate aprecia potențialui 
oxidoreducător al organitului. 

Activtatea dehidrogenazelor poate fi evidenţiată prin utilizarea săru- 
rilor de tetrazolium. Clorura de trifeniltetrazolium la nivelul mitocon- 
drici se reduce şi se transformă în formazan, substanță de culoare roșie, 
care evidențiază organitul. Rezultatele pot fi interpretate şi cantitativ 
prin măsurarea intensității culorii la civofetometru sau prin extragerea 
și dozarea formazanului format. ` 

Mitocondriile. pot fi evidențiate satisfăcător şi prin colorare cu bi- 
cromat de potasiu, hematoxilină fcrică și soluția Lugol. 

Materiale biologice recomandate : frunze tinere de Elodea cana- 
densis, epiderma superioară a frunzelor bulbului de ceapă, vîrfuri vege- 
tative tulpinale sau radiculare, hife de Saprolegniaceae ş.a. 


Intocmirea preparatului 


a) Din culturile sterile de Saprolegniaceae se desprind cu ansa 
flambată citeva hife şi se depun pe lamă într-o picătură de verde de 
Janus. După circa 2—3 minute, materialul este bine colorat s} poate fi 
analizat la microscop. în manșonul plasmatic ce căptușeşte peretele 
celular se pot observa numeroase formaţiuni granulare, baciliforme Sau 
filamentoase contorsionate, colorate în verde, antrenate într-o frenetici 
mişcare de curenți plasmatici. 

b) Cu pensa se desprinde un fragment din epidenna superioară a 
frunzelor bulbului de ceapă sau o frunzuliță tînără din apexul tulpinii 
de Elodea canadensis și se montează pe lamă în una-două picături de 
verde de Janus, sau IIK.10/p. Imaginca microscopică este similară cu 
cea anterioară, cu singura deosebire că în cazul utilizării soluţiei Logol, 
mitocondriile apar colorate în galben-portocaliu. 
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c) Mitocondriile pot fi observate, de asemenea, în celulele meris- 
temelor apicale, urmind tehnica includerii în parafină (vezi pag. 162), 
fixarea realizindu-se cu bicromat de potasiu timp de 24 de ore, iar colo- 
rarea cu hematoxilină ferică Haidenheim. În astfel de preparate mito- 
condriile apar colorate într-un violaceu închis. 


9.4.2, PLASTIDELE 


Plastidele sint organite celulare caracteristice lumii vegetale, divers 
colorate (cloroplastele și cromoplastele) în funcţie de natura pigmențţilor 
pe care-i conţin şi a raportului lor cantitativ, sau incolore (proplastide, 
etioplaste, leucoplaste), polimorfe. 

Urmărindu-se evoluția plastidelor în cadrul dezvoltării ontogenetice 
a plantelor superioare si în raport cu condiţiile ecofiziologice ale mediu- 
lui ambiant se poate afirma că de fapt există un singur tip plastidial 
care sc preziniă sub diferite aspecte. Deci, din punct de vedere genetic, 
variatele tipuri de plastide sint omoloage și se pot transforma unele 
în altele. 

Celula dispune de un sistem homesstazic extrem de eficient care 
asigură transmiterea plastidelor de-a lungul generațiilor celulare, men- 
tinerea relativ constantă a volumului si a numărului de plastide 
per celulă. 

Întrucît în cadrul unei celule condiţiile genetice şi ecofiziologice 
sint egale în toate sectoarele sale populaţia plastidială este de regulă 
uniformă. Există şi rare excepţii de heterogenitate plastidială; un 
exemplu în acest sens îl constituie unele alge sifonale (ex. Caulerpa) 
care conţin amiloplaste în endoplasmă şi cloroplaste în ectoplasmă. 


9.4.2.1. Cloroplastele 


Din complementul plastidial al lumii vegetale se detașează prin 
diversitate şi importanţă cloroplastele. Sub această denumire sîrit cunos- 
cute plastidele care conţin pigmenti clorofilioni şi în consecinţă au 
poțtențialitate fotosintetică. 

Forma, dimensiunea, structura şi numărul cloroplastelor per celulă 
sînt relativ labile și foarte variate, adesea specie specifice, ccea ce per- 
mite utilizarea lor în investigaţii taxonomice. 

În evoluţia plantelor se remarcă o reducere treptată a mărimii 
cloroplastelor paralel cu creşterea numărului lor per celulă și o stabi- 
litate accentuată a formei şi structurii acestor organite. 

Polimorfismul cloroplastelor ca şi sensul evoluției lor pot fi ilus- 
trate și argumentate prin analiza acestora de la variate grupe taxo- 
nomice de talofite şi cormofite. Recomandate în acest sens sînt spe- 
ciile cuprinse în tabelul nr. 13. 

Cloroplastele fiind.colorate se observă uşor în prepárate POPES 
nefiind necesare tratamente speciale. 

Intocmirea preparatului : Preparatele cu lge unicelulare se reali- 
zează în felul următor. Cu o pipetă (instilator) se absoarbe din cultură 
sau din vasul cu materia) conservat o anumită cantitate de lichid, din 
care una sau două picături se depun pe lama pentru microscop peste 


care se aplică lamela. 
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Taxonul 


Tabelul 13 


Nr. pire- 
Nr. clo- A: 
Forma cloro- noizilor/ S E 
roplas-. plastelor coloro- foloseşte 
te celulă plast 


Chlorohyta cromatofori verzi ; pigmenții clorofilieni sînt dominanți 


Chlamydomonas 


Ulothrix 
Draparnaldia 
Oedogonium 
Closterium 


Mougeolia 
Zygnema 
Spirogyra 


Cladophora 
Chara 
Nitela 


Phacophyta 
Cystoseira 


Bacillaryophyta 


Pinnularia 
Rhodophyta 


Ceramium 
Dassya 
Bryophyta 
Minium 
Pteridophyta 
Selaginella 
Gymnospermae 
Ab'es (Picea, 
Pinuc<) 
Angiospermio— 
Tlodea 
Valisneria 


Tradescantia 


feoplasti : dominant este 


1 cupă 1 indivizi (celule) 
1 cilindru incomplet 1—5 fragmente de tal 
1 panglică lobată 2—4 fragmente de tal 
1 reticulat numeroşi | fragmente de tal 
2 masiv cu creste numceroşı indivizi A 
(falduri) ` 
1 placă (lamă) numeroşı fragmente de tal 
2 stelată 1 fragmente de tal 
1—6 panglică-lobată cu | numeroşi | fragmente de tal 
dispoziţie spira- 
lată 
1 reticulat numeroşi | fragmente de tal 
numeros Jenticulară — fragmente de tal 
numeros lenticulară — fragmente de ta! 


piem.ntul carotenoid fucoxantina 


| numeros | lenticulare | 1 | secţiuni prin tal 
feoplaşti ; pigmenți dominanţi:  d.adinoxantina 

şi diatomoxantina 

| 2 | placă (bandă) | 2—4 | indivizi 


rodloplaşti ; pizmenţii dominanțţi ; ficoenitrina, 


Pi 


foarte rar și ficocianina 


4 
numeros ! 'enticulară „d = fragmente de tal 
numeros | ienticulară í = | fragmente de tal 
numeros | lenticulare ` — frunzulițe 
numeros | variabilă — frunzuliță 
numeros discoidale 
numeros discoidale — secțiuni prin 

| frunze 

numeros | d'scoidale 
numeros | discoidale — frunzuliţă 
numeros | discodale — fragmente de 

frunză 
numeros d;sco.dale — secțiuni prin 


frunză sau epi- 
dormă inferioară 


În cazul formelor pluricelulare filamentele algale se taie în frag- 
mente de circa 1 cm. Cu pensa se iau cîteva fragmente de tal şi se 
depun pe lamă într-o picătură de apă. Cu ajutorul a două ace spatu- 
late segmenicle taline se separă cît mai bine, evitindu-se pe cît posibil 
suprapunerile. Peste material se așează lamela, evitînd formarea bulelor 
de aer, şi astfel preparatul este finit. 

Cind se folosesc frunze, fragmente de frunze, epiderme sau secţiuni, 
acestea se montează, de asemenea, pe lamă într-o picătură de apă. 

Analiza microscopică se face într-o primă ctapă cu obiectivul mic 
(10 x), iar detaliile pot fi reliefate cu un obiectiv cu putere de rezoluţie 
superioară (20 x, 40 x, sau 90 x) (Fig. 71, 73, 74). 
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STR O pe-a 


C II III 


Fig. 73 — Morfologia 
cromatoforilor de la 
unele specii de alge 
verzi: A — Spyrogira 
sp. ; B— Mougeotia sp.: 
— vedere din faţă: (a 
şı din profil (b); c — 
Oedogonium sp.: ci — 
citosol ; cr — cromato- 
for; n — nucleu ; pe — 
perete celular; pep — 
pungă  citoplasmatică : 
pi — pirenoid. 


Fig. 74 — Tipuri morfologice de cromatofori de la unele alge verzi: A — 


Closterium în vederea tangenţială (a) şi în secţiune transversală (b) B — Zyg- 
nema; C — Draparnaldia ; D — Cladophora: am — amidon; ci — citosol; cr 
— cromalofor ; crl — creste longitudinale ale cromatoforului; n — nucleu; 
pe — perete celular; per — perforaţii ale cromatoforului; pi — pirenoid; ' 
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v — vacuole terminale cu cristale de sulfat de calciu. 


9.4.2.2. Cromoplastele 


Cromoplastele sînt plastide colorate în galben-portocaliu sau roşu, 
care conţin în exclusivitate pigmenţi carotenoizi (carotine şi xantofile) ; 
sînt fotosintetic inactive dar au importantă ccologică (în polenizare şi 
diseminarea semințelor şi fructelor, ca atractanți animali). 

Cromoplasiele adevărate au apărut în strinsă conexiune cu evoluția 
florilor şi fructelor avînd un rol important in filogeneza angiospermelor. 

Sînt prezente de regulă în petale, stamine, pericarpul fructelor căr- 
noase, mature, tegumentul seminal și mai rar în organele vegetative 


(cx. 


rădăcinile tuberizate de Daucus carota, frunzele persistente de 


Evonymus japonica), dîndu-le o colorație caracteristică. 

Cromoplastele sînt polimorfe, forma, dimensiunea şi structura lor 
variază de la o specie la alta, iar uneori chiar în cadrul aceluiași individ 
în functie de organ, calitatea unor factori ecofiziologici ceca ce sugerează 


că factorii 
acestor organite. 


cpigenetici 


pot juca un rol 


important 


în diferenţierea 


Cromoplastele pot fi evidențiate într-o gamă largă de materiale 


biologice ; 


recomandate sînt şi cele înserate în tabelul nr. 14. 


Tabelul 14 


'Taxonul 


Daucus carota 


Lycopersicum aescu- 
lentum 


Lycium halepense 
Capsicum annuum 


Rosa canina 


Tropaeolum curcpacum 
Cucurbita pepo : 


Cucurbita maxima 
var. turbaniformis 


Narcisus pseudonar- 
cisus 


Evonymus japonica 


Organul utilizat 


rădăcini tuberizate 


fructe mature 


fructe mature 
fructe mature 


fructele false, 
(pscudobace) mature 


petale 
petale 
fructe mature 


petale 


frunze 


Tip morfologic 
de cromoplaste 


cristaloid ; aciculare 
prismatice, piramidale 


globulare, sferice 
sau ovale, cristaloid^ 


prismatice 
globular ; ovoidale 


.a/ 
tubulos : ovoidale san 
lenticulare 


pglobularec-eliptice 
pînă la fusiforme 

tubulos : lenticulare 

tubulos : sferice 


membranos : sferice 


membranos : ovoidale 


globulos 


Cromoplastele fiind colorate se evidenţiază uşor în preparate proas- 


pete. Morfologia şi topografia cloroplastelor sînt ilustrate în fig. 75—77. 

Întocmirea preparatului. Se fac secţiuni fine (cu briciul anatomic 
sau cu 0 lamă de ras) care se montează pe lamă într-o picătură de apă. 
F ragmentul de ţesut se agită insistent (cu acul sau pensa) în picătură 
de apă pentru a izola cît mai multe celule după care se acoperă cu 
lamela. 
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Fig. 76 — Cromoplaste într-o celulă a, 

mezocarpului fnuctului de Lycopersi- 

cum aesculentum : ci — citosol ; erp — 

cromoplaste ; n — nucleu; nce — nu- 

cleol ; pe — perete celular ; si — spaţiu 
intercelular. 
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Fig. 75 — Cromoplaste în celulele me- 
zocarpului de Rosa sp. (A) şi în cele 
ale parenchimulu cortical radicular 


de Daucus carota (B): ci — citosol; 
crp — cromoplaste ; n — nueleu ; pe — 
perete celular; v — vacuole. 


Fig. 77 — Cromoplaste 
într-o celulă a mezocar- 
pului fructului de Cap- 
sicum annuum — CL — 
citosol; cnp — cromo- 
plaste; n — nucleu; 
ne — nucleol; pc — 
perete celular; si — 
spaţiu intercelular ; v — 
vacuola. 


C, np 


Analiza microscopică va releva de fiecare dată prezența în celulele 
parenchimatice (radiculare, mezofilare, mezocarpice) frumoase cromo- 
plaste galbene, portocalii sau roşii. 


9.4.2.3. Leucoplastele 


Leucoplastele sînt plastide incolore prezente în celulele parenchi- 
murilor de depozitare, țesuturile meristematice şi cpidermale. Au fost 
evidenţiate, de asemenea, în celulele sporale şi în gameţii feminini ai 
plantelor superioare. 

Leucoplastele au rol în sinteza şi depozitarea substanţelor de rezervă. 
În funcţie de natura chimică a substanţei acumulate au fost clasificate 
în amiloplaste, oleioplaste şi proteinoplaste. 

Datorită indicelui lor de refracție, superior hialoplasmei, leucoplas- 
tele pot fi observate relativ ușor în preparate proaspete. Preparatul 
cîștigă în contract şi claritate dacă sînt utilizaţi coloranți vitali (ex: 
verde de Janus. violet de Dahlia, metil-violet) sau nevitali (ex. soluţia 
Lugol, Sudan III). 


În imaginile fotonice au aspectul unor corpușoare sferice sau ovale 
(mai rar baciliforme), cu diametrul de 1—4 um. , 
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Materiale biologice recomandate : frunze de Tradescantia şi rizomi 
de Iris germanica pentru amiloplaste, seminţe de Juglans regia sau 
frunze de Colchicum pentru oleioplaste. 

Întocmirea preparatului. Pentru evidențierea amiloplastelor la Tra- 
descantia se detaşează cu pensa, acul spatulat sau cu o lamă de ras un: 
fragment din epiderma inferioară a frunzei și se montează pe lamă 
într-o picătură de apă. Amilojiastele la Iris germanica pot fi observate 
in secțiuni fine longitudinale prin zona corticală a rizomului, montate 
în IIK 10/79. 

„inahza microscopică relevă în primul caz prezenţa în jurul nucleu- 
lui celulelor anexe ale aparatului stomatic numeroase amiloplaste sfc- 
rice, refringente (fig. 78). Tot un aspect globulos au şi amiloplastele din 
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Fig. 78 — Organizarea aparatului sto- 
matic de la Zebrina pendula. În jurul 
nucicilor celulelor anexe se observă 
numeroase leucoplaste sferice: ca — 


celulă anexă ; cs — celulă stomatică ; 
n — nucleu ; os — ostiol ; pe — perete 
celular. 


celulele parenchimatice, alungit-poligonale ale rizomului de Iris. La o 
analiză atentă se poate observa în plus prezența în fiecare amiloplast 
a unui granul de amidon (sau dvuă) colorat în albastru intens. 

Tot un fragment de epidermă foliară, dar de astă dată superioară, 
se foloseşte și în cazul în care dorim să cvidenţiem oleioplastele. Frag- 
mentul de epidermă se montează în Sudan IlI; oleioplastele baciliforme 
apar colorate în roșu-portocaliu. 


9.5. TEHNICI DE EVIDENȚIERE A INCLUZIUNILOR ERGASTICE 


Incluziunile ergastice sînt depozite'de substanțe solide, lichide sau 
gazoase, prezente în diverse compartimente celulare. Cînd sînt produse 
anabolice reprezintă substanţe de rezervă ce vor fi reciclate în anumite 
faze fenologice. Pot fi însă şi rezultatul final al unor lanţuri catabolice 
și în acest caz sînt considerate ca substante de excretie. 

În cadrul regnului vegetal există o gamă largă de incluziuni er- 
gastice ; vom menţiona în cele ce urmează numai pe cele mai frecvente 
și mai facil de evidenţiat. i 
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9.5.1. AMIDONUL 


În celuleie plantelor se găsesc mai multe tipuri de amidon: de 
asimilaţie (primar), tranzitoriu şi ocrotit (de rezervă). 

Amidonul de asimilaţie (primar), numit şi autohton sau plastidial, 
se formează în procesul de fotosinteză în cloroplaste. Pentru eviden- 
tierea acestui tip de amidon recomandate sînt frunzele de Elodea, ca- 
nadensis, Valisneria spiralis, Iris germanica şi Beta vulgaris. 

Întocmirea preparatului. Materialul se recoltează după circa două 
ore de la răsăritul soarelui. O frunzuliţă de Elodea sau un fragment 
de frunză de Valisneria se montează pe lamă într-o picătură de soluţie 
apoasă 0,50%% de IIK. În cazul utilizării frunzelor de Beta sau Iris, se 
fac secțiuni fine sau se jupoaic un mic fragment din epiderma inferi- 
oară i! care sc montează în aceeași soluţie. După circa 2—3 minute ma- 
terialul ceste optim colorat; în fiecare cloroplastă poate fi observat cel 
puţin un granul de amidon colorat în albastru sau mov. 

Foarte bune rezulate se obțin și prin colorare cu soluția apoasă de 
cloral-iodal. 

Amidonul secundar — sc prezintă, de asemenea, sub formă de gra- 
nule ce se formează în amiloplastele celulelor organelor de depozitare. 
În jurul hilului, centrul de geneză a viitorului granul se depun straturi 
succesive, egale sau inegale de amidon care vor determina o creștere 
în volum progresivă a granulului. În final granulul va ocupa întreg 
spațiul plastidial. Dacă într-un amiloplast apare o singură veziculă 
aimilogenă (un singur hil), în acesta se formează un singur granul de 
amidon, care este denumit simpiu. La unele specii de plante (ex. Avena 
sativa, Oryza sativa ş.a.) într-un leucoplast apar simultan mai multe 
vezicule ; ca urmare în aceeași plustidă se vor forma simultan mai multe 
granule de amidon, denumite parțiale, iar toate la un loc constituie 
un granul compus. Există şi o a treia posibilitate în sensul ca într-un 
leucoplast să apară mai multe vezicule amilogene care ulterior vor 
fuziona generînd doar cîteva hiluri (mai adesea 2—3) ; cele cîteva gra- 
nule de amidon vor forma împreună un granul semicompus. 

Așadar, însușirile morfologice ale granulelor de amidon sînt specie- 
specifice (fig. 79, 80). 

Materiale biologice recomandate : cariopse de graminee cerealiere 
(ex. porumb, grîu, orez, ovăz, orz), semințe de fasole, tuberculi de car- 
tof. ! 


Întocmirea preparatului : cariopsele, semințele ca şi tuberculii de 
cartof se secționează, iar de pe suprafaţa secţiunii se rade uşor o mică 
cantitate d: material care se dopune pe lamă într-o picătură de apă la 
care se adaugă o foarte mică cantitate (atît cît se ia pe vîrful acului 
spatulat) de soluţie Lugol (I + IK). După acoperirea materialului imer- 
sionat cu o lamelă, excesul de colorant este absorbit cu ajutorul unei 
hîrtii de filtru. l 


1 Preparatele cu fragmente de epidemă pot fi utilizate şi în alte scopuri şi 
anume : stabilirea caracterelor morfo-anatomice ale stomatelor, demonstrarea în- 
chiderii şi deschiderii stomatelor, stabilirea gradului de ploidie al plantelor ana- 
lizate. 
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Fig. 79, Granule de amidon simplu: A — Solanum tuberosum ; B — Phaseolus 
vulgaris; C — Triticum vulgare: A” şi A” — granule de amidon semicompuse 
la Solanum tuberosum: h — hil; stc — striuri de creştere. 


* 


Fig. 80 — Granule de amidon compus — A — Oryza sativa; B — Avena 
sativa; B' — fragment dintr-un granul compus; gp — granule parțiale. 
9.5.2. INULINA 


Tnulna — este un polimer al D-fructozei care substituie ami- 
donul la uncle grupe taxonomixe de angiosperme (ex. familia Compo- 
sitae şi unele specii de gentianacee). Inulina este o incluziune lichidă 
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ce apare în vacuole sub formă de picături. În prezenţa alcoolului etilic 
absolut sau a glicerolului precipită sub formă de sferocristale (fig. 81). 


Fig. 81 — Sferocristale de inulină (sfi) 
în celulele parenchimului radicular 
de Dahlya variabilis. 


Material biologic: rădăcini tuberizate de Dahlya variabilis care 
se recoltează în perioada de deplină maturitate fiziologică. Imediat după 
recoltare materialul se conservă în alcool etilic 800/. 

Întocmirea preparatului. Se fac secţiuni fine prin rădăcini conser- 
vate sau ţinute cel puţin o oră în alcool etilic 8004. Una din secţiunile ` 
mai fine se montează pe lamă într-o picătură de apă şi se analizează 
la microscop. 


9.5.3. LIPIDELE 


Lipidele — reprezintă o altă incluziune crgastică cu largă răspîn- 
dire, depozitate în celule sub formă de picături. Abundă în endosper- 
mul semințelor oleaginoase. 

Materiale biologice : semințe de Jugians regia, Cucurbita pepo, He- 
lianthemum annuum, Linum usitatissimum ş.a. i 

Întocmirea preparatelor — Se fac secţiuni fine prin cotiledoanele 
embrionului. Sectiunile reuşite se pun într-o sticlă de ceas peste care 
se toarnă Sudan III. După circa 5 minute, timp necesar colorării, 1—2 
secțiuni se montează fie pe lamă într-o picătură de apă sau de gelatină 
glicerinată dacă dorim să le păstrăm în colecţie. Analiza microscopică 
relevă prezenţa în celulele poligonale ale parenchimului de depozitare, 
a picăturilor de lipide colorate în roșu, ca şi a unor granule incolore 
de aleuronă. 


9.5.4. ALEURONA 


Alcurona — reprezintă o substanţă de rezervă de natură pro- 
teică prezentă în celulele endospermului de la multe specii de plante. 
Se prezintă sub forma unor corpuşoare sferice sau poligonale delimitate 
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de o membrană simplă. Matricea fin granulată înglobează, de regulă, un 
corp proteic cunoscut sub numele de cristaloid și unul sau mai multe 
formaţiuni sferice numite globoizi a căror compoziţie chimică este 
numai în parte cunoscută ; se pare că sînt 1ormaţi din săruri de Ca și 
Mg ale acidului inositohexafosforic. 

Prezența membranei delimitan:e, ca şi conţinutul bogat în enzime 
hidrolazice (îndeosebi proteaze și fosfataze), a condus la încadrarea lor 
în sistemul lizozorhal. 

Corpurile proteice se formează prin compartimentarea sistemului va- 
cuolar al celulei pe măsura acumulării proteinelor de rezervă în ma- 
trixul vacuolar. 

Materiale biologice : seminţe mature de Ricinus communis. 


Întocmirea preparatului : Se indepărtează tegumentul seminal (mai 
întîi testa tare și apoi tegmenul membranos arahnoideu) și se rade 
cît mai fin cu acul sşpatulat sau o lamă o mică cantitate de tesut en- 
dospermal. Materialul obținut se depune pe lamă într-o picătură de 
acid picric. După circa 2—3 minute acidul picric se îndepărtează prin 
absorbţie cu ajutorul unci hirtii de filtru, iar peste material se adaugă 
eosină. Eosina colorează cristaloidul proteic în roşu facilitîind eviden- 
țierea acestuia. 


În cazul în care nu dispunem de acid picric şi eosină Mataa 
obţinut prin radere poate fi montat în ulei de vaselină sau glicerină 
anhidră, imaginile fiind și în acest caz edificatoare. 

Pentru a observa topografia granulelor de aleuronă în spaţiul ce- 
lular sînt necesare secțiuni fine executate prin cotiledoane. Secţiunile 
reușite se ţin în alcool 900% timp de 1—2 ore (care se schimbă de 2—3 
ori) după care se tratează cu o soluţie alcoolică 10/ de acid picric. După 
5—10 minute soluţia alcoolică de arid picric se îndepărtează, secţiunile 
se spală în alcool etilic și se colorează cu eosină. După 10 minute sec- 
țiunile se spală din nou cu alcool, se montează în glicerină-alcoolică 
sau glicerină iodată și se analizează la microscop (fig. 82). 

Un alt mod de preparare constă în fixarea secțiunilor în formol şi 
colorarea lor cu albastru de toluidină. În prezenţa acestui colorant di- 
versele componente ale granulului de aleuronă sc colorează astfel : ma- 
tricea în albastru, cristaloidul în albastru intens, iar globoidul în roșu. 

Ca mediu de montare mai poate {i utilizată, cu bune rezultate, gli- 
cerina-iodată, care colorează matricea și cristaloizii în brun, în timp ce 
globoizii rămîn incolori. 


9.5.5. CRISTALE DE OXALAT DL CALCIU 


Cristalele de oxalat de calciu — reprezintă incluziuni  ergastice 
solide, produse ale-catabolismului celular, întrutotul caracteristice lumi: 
plantelor. Ele se formează de regulă în vacuole, rareori și în alte com- 


partimente celulare. Cristalele rezultate prin cristalizare monoclinală 
sau tetragonală sînt incolore, insolubile în apă şi acid acetic, solubile 
în acid clorhidric diluat. 

Forma și dimensiunea cristalelor de oxalat de calciu sînţ foarte 
variate, caracteristice diferitelor specii, organe sau ţesuturi vegetale, 
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Fig. 82 — Granule de 
aleuronă din celulele 
cotiledonare de Ricinus 
communis (A) şi Juglans 
regia B): c — crista- 
loid ; cı — citoso!; ga 
— granul de aleuronă ; 
gl — globoid; pu — 
picătură de ulei. 


constituind uneori criterii taxonomice valoroase. Cele mai comune forme 
de cristale sînt umnătoarele : cristale minuscule, polimorfe, numite ni- 
sip cristalin de oxalat de calciu, cristale aciculare, romboiedrice, octo- 
edrice, pmsmatice. Aceste cristale pot fi izolate, asociate în mănunchiuri 
numite rafide sau concrescute numite macle, druze sau ursini. 


Materiale biologice —- frunze de Atropa belladona și tuberculi de 
Solanum tuberosum pentru nisip cristalin de oxalat de calciu, catafilele 
bulbului de Allium cepa pentru cristale prismatice și izolate și concres- 
cute sub formă de macle (fig. 83 B, D), frunze şi tulpini de Begonia sp., 
pentru druze sau ursini (fig. 83 A), frunze de Impatiens sp. sau Agave 
americana pentru cristale aciculare, izolate și fasciculate (rafide) 
(fig. 83 C). 

Întocmirea preparatelor. Se fac secţiuni fine prin organele respec- 
tive și se montează pe lamă în 1—2 picături de apă sau gelatină gli- 
cerinată. 

O tehnică aparte implică utilizarea ca material biologic catafilele 
bulbului de Allium cepa. În acest caz se procedează astfel : se desprind 
2—3 catafile de pe bulbul de ceapă și se fierb timp de 10—15 minute 
într-o soluţie de glicerină-apoasă 10—150/, pentru îndepeârtarea aerului 
din celule. Cu foarfeca se decupează un fragment de circa 1 cm? de ca- 
tafilă care se montează în apă, glicerină apoasă sau gelatină gliceri- 
nată. 

Analiza microscopică relevă prezenţa în celulele mezofilare sau cor- 
ticale a unor tipuri de cristale de oxalat de calciu (fig. 83 B). 


9.5.6. CRISTALE DE SULFAT DE CALCIU 


Cristale de sulfat de calciu — reprezintă, de asemenea, produse 
finale ale metabolismului celular de la unele specii vegetale, depozitate 
în vacuole. Astfel de cristale romboidale, aflate într-o permanentă și 
spectaculoasă mișcare browniană pot fi observate în vacuolele terminale 
ale celulei algei verzi — Closterium. 
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Fig. 83 — Diferite tipuri 
de cristale de oxalat de 
calciu : A — druze (dr) 
şi cristale totragonale 
(ct) în celulele mezofi- 
lare de Begonia: B— 
cristale pr:smatice (cp) 
şi macle (m) în celu- 
lele catafilelor bulbului 
de Allium cepa; C — 
rafide (rf) într-o celulă 
mezofilară de  Impa- 
tiens; D — nisip cris- 
talın într-o celulă 
periferică din tuberculul 
de Solanum tuberosum 


m. 


A. 
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9.6. TESTE CITOCHIMICE DE EVIDENȚIERE 
A UNOR CONSTITUENȚI PARIETALI 


Peretele, substructură caracteristică celulei vegetale, are o com- 
poziţie chimică complexă şi variabilă. Afirmația că numărul tipurilor 
compoziționale este egal cu cel al speciilor vegetale la care se adaugă 
cel al tipurilor de celule constitutive exprimă neîndoielnic un adevăr. 

Din multitudinca de substanţe prezente în constituția peretelui ce- 
lular de la diferite specii de plante şi tipuri de ţesuturi vor fi luate în 
discuţie numai ccle mài frecvente şi caracteristice unui anumit tip de 
celulă. 

CELULOZA — reprezintă substanța organică cu cea mai mare pon- 
dere în natură, fiind constituenta-structurală esenţială a pereților ce- 
lulari de la marea majoritate a speciilor vegetale şi tipuri de celule. 

Cea mai mare parte a celulozei parietale are o structură cristalină ; 
moleculele sale se asocaiză formînd fibre ccelulozice cų rol major în or- 
ganizarea peretelui celular. 
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Celuloza se poate pune în evidență prin montarea unor secţiuni 
fine (prin tulpini, rădăcini, frunze) sau a unor fragmente din talul de 
Cladophora în clorură de zinc, iodată. Pereţii celulari primari, consti- 
tuiți în principal din celuloză, hermiceluloze şi substanţe  pectice, se 
colorează în albastru. Aceeași reacție se obține și cu albastru de tolu- 
idină. Cu roşu de Congo și carmin alaun celuloza se colorează în TOȘU.: 

SUBSTANȚELE PECTICE formează în (sau aproape în) exclusivi- 
tate lamela mijlocie. Pot fi puse în evidenţă folosind secţiuni fine prin 
frunze, tulpini şi rădăcini cu structură primară, fixate în prealabil în 
amestecul alcool-formol-acid acetic. Secţiunile se ţin în apă de Javelle 
pentru cîteva minute (8—10 minute, în funcţie de consistenţa materia- 
lului), se spală în apă curentă și se colorează cu roşu de ruteniu sau 
brun-Bismarck. În lipsa acestor reactivi se pot folosi, cu bune rezultate, 
albastru de metil sau safranină. 

CUTINA, CERURILE, SUBERINA, SPOROPOLENINELE se pot pune 
în evidenţă cu o soluţie alcoolică 104, de Sudan IH sau IV. În acest 
scop se folosesc secţiuni fine prin frunze, ramuri ale unor plante lem- 
noasc (ex. Sambucus nigra, Tilia sp.) şi stamine mature. Secţiunile se 
montează în 2—3 picături de Sudan și se încălzesc (evitind uscarea) 
inainte de examinare. Cuticula, țesutul suberos și sporoderma se colo- 
rează în portocaliu. 

LIGNINA — este un constituient fundamental al pereţilor celule- 
lor xilematice şi sclerenchimatice reprezentind pînă la 400% din sub- 
stanța uscată. Are funcţie de liant ocupind toate spaţiile intermicro- 
fibrilare, substituind în bună parte hemicelulozele şi substanţele pectica. 

Reactivul caracteristic este fluoroglucina. Bune rezultate se obţin 
și prin utilizarea verdelui de iod sau a crisoidinei. 

Întocmirea preparatului. Se fac secţiuni fine prin organe vegeta- 
tive (recomandate sint ramurile de 2—3 ani de tei, soc şi alte plante 
lemnoase) ; una sau ‘două secţiuni se depun pe lamă, iar peste acestea 
cîte 1—2 picături de acid clorhidric concentrat. După 2—3 minute, timp 
necesar unei uşoare hidrolize acide, excesul de acid clorhidric este 
absorbit eu o hîrtie de filtru, iar peste secțiuni se depun 2—3 picături 
de fluoroglucină și se acoperă cu lamela. Analiza microscopică relevă 
colararea țesuturilor lignifiate într-un roşu-cormin-intens. 

Colorarea cu verde de iod (soluţie apoasă 10/) se realizează prin 
imersionarea secţțiunilor în soluţie colorantă pentru 1—2 minute, după 
care se spală în alcool etilic pentru îndepărtarea excesului de colorant. 
Tesuturile lignificate se colorează în verde, sau verde-albăstrui. 


9.6.1. ÎNGROȘARI LOCALE 


Celulele ţesuturilor xilematice, mecanice și apărătoare, îndată ce 
au atins dimensiunile caracteristice, suferă metamorfozări profunde 
materializate şi prin îngroșarea accentuată a peretelui celular. Această 
îngroşare este declanşată dură stoparea expansiunii (creșterii în supra- 
față) peretelui celular şi constă în depunerea de substante noi peste 
(apoziţie) sau printre (intususcepție) cele vechi. Intususcepţia ca şi apo-j 
ziţia sînt numai arareori uniforme (ex. suberficarea, lignificarea fibrelor 
sclerenchimatice) ; de regulă îngroşarea diverselor regiuni ale peretelui 
celular este inegală, iur uneori strict localizată, centrifugală sau centri- 
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petală. Ornamentaţiile sporodermei granulelor de polen (spinii, veru- 
culii) sînt exemple tipice de îngroșări locale centrifugale, iar cistolitul 
de îngroșare locală centripetală. 

— Întocmirea preparatului : Pentru evidenţierea îngroșărilor locale 
centrifugale se montează granule de polen în apă sau glicerină, recol- 
tate de la diferite specii vegetale; recomandate în acest sens sînt: 
Hybiscus japonica, Helianthus annuus, Carduus nutans ş.a. 

Cistolitul poate fi observat în celulele hipodermale ale frunzelor de 
Ficus elastica sau F. carrica. În acest scop se fac secțiuni transversale 
prin frunză care se montează în apă curentă (fig. 84). 


Fig. 84 — Sectiune transversală prin 
lamına frunzei de Ficus elastica. În 
una din celulele hipodermei se ob- 
servă prezența cıstolitului : cis — 


Pak 
IAR 


V 


AU SI, 


cistolit; cu — cuticulă; ep — epi- 
dorma superioară ; hi — hpodermă; 
pl — parenchim lacunar; pp — pa- 


renchim palisadic. 


Cistolitul are forma unui ciorchine, fiind constituit în principal din 
celuloză şi puternic impregnat cu CaCO. Prezenţa carbonatului de cal- 
ciu poate fi demonstrată prin depunerea pe o latură a lamelei a unei 
picături de HCl concentrat. La scurt timp se observă o oarecare efer- 
vescenţă la nivelul cistolitului, consecință a reacției dintre HCl și 
CaCO, materializată prin degajarea CO. După solvirea CaCO, se evi- 
denţiază o reţea microfibrilară care conservă în bună parte forma cisto- 
litului. Fibrilele sînt de natură celulozică fapt ce poate fi demonstrat 
prin colorare cu ClZn + I sau soluţia Lugol. 


9.6.2. PUNCTUAȚIUNI ŞI PIL.ASMODESME 


N 

Cu excepția cîtorva tipuri de celule specializate, fiecare celulă vie 
din corpul plantelor superioare (Corm) este conexată cu vecinele sale 
prin numeroase punți plasmaţice, care traversează peretele celular, nu- 
mite plasmodesme. , 

În imaginile electronomicroscopice o plasmodesmă apare ca un cor- 
don plasmatic cilindric, de 20—40 nm, delimitat de plasmalemă şi tra- 
versat prin zona centrală de un profil tubulos (desmotubul) care pare 
a conexa reticulul endoplasmic din cele două celule. Aşadar membrana 
plasmatică a unei celule este în stare de continuitate cu cea a celulei 
vecine la nivelul fiecărei plasmodesme. 

Marea majoritate a plasmodesmelor se formează în timpul citochi- 
nezei cînd are loc formarea în planul ecuatorial a noului perete celular 
care va bisecta celula parentală. i 


192 


Plasmodesmele mediază transportul  intercelular, care este strict 
controlat, selectiv. 

Punctuaţiunile şi plasmodesmele pot fi puse în evidenţă în multe 
tipuri de celule vegetale ; în acest scop recomandat este endospermul 
seminal de la curmal (Phoenix dactylifera), celulele acestui ţesut fiind 
interconexate de un număr foarte mare de plasmodesme de o deosebită 
claritate. 


Fig. 85 — Sector din endospermul sc. 
cundar al seminţei de Phoenix dacty- 
lifera. Se observă prezenţa a nume- 
roase punctuaţiuni (pt) și plusmodesme 


(pl): ci — citoplasma; lm — lamela 
mijlocie; n — nucleu; pe — perete 
celular. 
Întocmirea preparatului — Semintele de curmal se tin citeva mi- 


nute în apă pentru înmuierea peretilor celulari, după care se secțio- 
nează. Scecţiunile reuşite se imersionează pentru o oră într-o soluție 
concentrată de IIK, apoi se transferă pentru 10—12 ore în H>SO,, soluţie 
apoasă 250/. În acest interval de timp acidul sulfuric realizează hi- 
droliza parţială a unora din compușii chimici parictali și o puternică 
imbibiție cu apă a peretelui celular. După o spălare repetată cu apă. 
secţiunile sînt colorate cu violet de gentiana la care se adaugă cîteva 
picături de soluție Lugol și se montează în gelatină glicerinată. 

Analiza microscopică a preparatelor astfel întocmite revelă prezenţa 
a numeroase cordoane plasmatice (plasmodesme) ce interconexează ce- 
lulele învecinate din tesutul endospermal (fig. 85). 


13 — Practicum de biologie 


10. METODE PENTRU STUDIUL MITOZEI, MEIOZEI 
ȘI AL CROMOZOMILOR LA PLANTELE SUPERIOARE 


10.1. METODE PENTRU STUDIUL CROMOZOMILOR 
ÎN MITOZĂ ŞI MEIOZĂ 


Studiul cromozomilor la diferite specii de plante şi animale, a arătat 
că numărul şi forma acestora sînt caracteristice constante și specifice 
pentru fiecare specie. În natură se cunosc numeroase specii care aparţin 
aceluiaşi gen sau unor genuri diferite care au acelaşi număr de cro- 
mozomi dar care se deosebesc morfologic, bicchimic și fiziologic. Pe 
această bază se consideră că numărul şi forma cromozomilor constituie 
unul din cele mai sigure criterii pentru taxonomia vegetală şi animală. 


10.1.1. METODA RAPIDĂ FEULGEN DE COLORARE 
CU FUXINĂ BAZICĂ LEUCO 
(R. Feulgen, A. Rossenbeck, 1921 ; J. A. Tomasi, 1936) 


Pentru studiul cromozomilor în mifoză și meioză se poate folosi cu 
rezultate metoda rapidă de colorare cu fuxină bazică (rcaofivul Schiff). 
În comparaţie cu metoda de includere în parafină a tesutului și efec- 
tuoarea de secțiuni la microtom, metoda Feulgen are avantajul că în- 
tr-un timp relativ scurt se pozte efectua un număr mare de preparate 
în care cromozomii sînt bine colorați și cetalaţi putînd fi studiaţi mor- 
fologic. 

Cu ajutorul metodei Feulgen se pot întreprinde o serie de studii, 
printre care amintim : 

— desfăşurarea diviziunii celulare (mitoza și meioza) şi stabilirea 
duratei fiecărei faze a diviziunii ; 

— stabilirea numărului de cromozomi la diferite specii ; 

— studiul morfologiei cromozomilor şi a modificărilor morfologice 
și numerice care apar sub acțiunea unor factori mutageni sau hibridării 
interspecitice și intergencrice ete. 

Deși diviziunea celulară se desfășoară continuu, din motive didac- 
tice stadiile diviziunii sînt grupate în patru faze principale cu nume- 
roase stadii intermediare ; profaza, mctafaza, anafaza, telofaza. 

Materiale necesare. Pentru evidentierea diviziunii mitotice se folo- 
sesc radicele embrionare de ceapă (Allium cepa 2n = 16), secară (Secale 
cereale 2n = 14); bob (Vicia faba 2n == 12), orz (Hordeun vulgare 
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2n = 14), lame, lamele, alcool etilic, xilen (toluen, benzen), acid acetic 
glacial, fuxina bazică, carmin-acetic, orceină-acctică. 

Modul de lucru. Materialul biologic se pregăteşte astfel : semințele 
sînt puse la germinat în vase Pctri pe hirtie de filtru îmbibată în apă. 
Bulbii de ceapă se plasează deasupra unui vas de sticlă (borcan. Ber- 
zelius, Erlenmayer) umplut cu apă de robinct, în aşa fel încît discul 
„(tulpina adevărată) să fie scufundat în apă. Se recomandă ca apa să fic 
schimbată zilnic. În condiţii optime de temperatură (20—22*C) semințele 
germinează în 2—3 zile. Radicelele cmbrionare se recoltează în mo- 
mentul în care au 5—10 mm. Pentru a se acumula un număr mai mare 
de metafaze sc sugerează ca semințele germinate să fie supuse unui şoc 
de temperatură (vasele cu seminţele germinate se introduc în frigider 
pentru 30—60 de minute după care se tranferă într-un termostat, re- 
glat la 30°C sau se plasează pe un calorifer sau sub o lampă de birou 
pentru 1—2 ore). Radicelele embrionare, în lungime de 5—10 mm, se 
recoltează cu ajutorul' unei foarfeci, pense, ac spatulat și sînt supuse 
următoarelor operaţii de prelucrare : prefixare, fixare, hidroliză și co- 
lorare. 

Prefixarea. Radicelele embrionare se recoltează în fiole de sticlă 
(Ø 10 mm şi 4,5 cm lungime) sau flacoane de medicamente cu capaci- 
tatea de 10 ml, în care se găseşte a-bromonaftalena (CyyHBr) sau hi- 
droxichinoleină 0,03%. Radicelele sînt menținute în prefixator timp de 
3—5 ore. Sub acţiunea prefixatorului are loc blocarea formării fusului 
de diviziune sau distrugerea lui și acumularea astfel în țesutul meri- 
stematic din vîrful radicelelor a unui număr mare de metafaze cu cro- 
mozomi bine individualizați. Se recomandă ca la soluţia prefixatoare 
să se adauge 2—3 picături de colchicină 0,1--10/g; colchicina determină 
clivarea cromozomilor şi evidenţierea tipului morfologic de cromozomi. 

Dacă dorim să observăm toate fazele diviziunii celulare se renunţă 
la prefixare și matorialul este recoltat direct într-o soluție fixatoare. 

Fizarea se realizează în alcool-acetic 3:1 (3 părți alcool etilic ab- 
solut și 1 parte acid acetic glacial) sau în fixatorul Carnoy (6 părți al- 
cool etilic absolut, 1 parte acid acetic glacial şi 3 părţi cloroform). 
Fixatorul are rolul de a mori celulele și de a asigura coagularea consti- 
tuienților celulari, evitind pe cît posibil modificarea structurii interne 
a celulei. 

Prefixatorul dîn fiole cu radicele este înlocuit cu fixatorul. Se fo- 
losesc 2—3 ml de fixatoreîn aşa fel încît radicelele să fie imersionate în 
soluţie. Fiolele cu radicele aflate în fixator se păstrează la temperatura 
scăzută (+4°C) timp de 12—15 ore. Materialul poate fi prelucrat în 
continuare sau după mai mult timp, alcoolul fiind un bun conservant. 

Hidroliza se cfectuează cu HCL N/1 încălzit la COC. Pentru exc- 
cutarea acestei operaţii se procedează astfel : din fiolcle cu radicele se 
îndepărtează fixatorul și se adaugă HCI N/1, încălzit la 60°C și se in- 
troduc pentru 10—20 minute, în termostat reglat la 60°C. Acidul clor- 
hidric normal se prepară asfel: 82,5 cc acid clorhidric cu d = 1,19,şi 
1000 cm? apă distilată. Timpul, necesar realizării hidrolizei depinde de 
compoziția peretelui celular şi se stabileşte pentru fiecare specie, prin 
tatonări. HCl asigură macorarea țesutului prin dizolvarea parţială a 
substanţelor pectice din peretele celular și ușurează ctalarea celulelor. 
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Colorarea, se efectuează cu o soluţie de fuxină bazică (reactivul 
Schiff) care se recolorează la nivelul cromozomilor în roşu violaceu. 

Colorarea se realizează în mai multe etape : 

— În timpul hidrolizei cu HC] normal 1 are loc eliberarea grupă- 
rilor aldechidice din ADN ; 

— Între grupările aldchidice eliberate și [uxina bazică are loc o re- 
acție chimică ce determină o coloraţie roşic-violacee la nivelul cromo- 
zomilor. . 
Reactivul Schiff se prepară astfel : se ia 1 g fuxină bazică cristale 
și se macină pentu obiincrea unci pudre. Pudra se toarnă într-un balon 
de sticlă în carc se află 200 ce apă distilată încălzită la 100°C. Se agită 
şi se lasă să se răcească le 50°C. Se filtrează şi se adaugă 30 cc acid 
clorhidric IN şi 3 g metabisulfit de potasiu (K>5»0;) sub formă de cris- 
tale. Soluţia astfel pregătită se transferă într-o sticlă colorată și se 
păstrează la întuneric şi temperatură scăzută timp de 24 ore. În acest 
timp solutia devine gălbuie și pentru deu-olorare sc adaugă 0,5 g cărbune 
vegetal activ. Duţă cîteva minute se filtrează. Soluţia se păstrează în 
sticle colorate şi la rece (frigider). Pentru a evita recolorarea se adaugă 
2—4 g metabisulfit de potasiu (fig. 86, 87, 88). 


Fig. 86 — Diagrama dı- 
viziunii mitotice (E. 
Strasburger, 1977). 
1 — interfaza; 2—4 — 
profaza ; 5—6 — meta- 
taza; 7—9 anafaza ; 
10 — telofaza tîrzie; 
11 — fragmoplast; 12 
— Cei doi nuclei-fai. 


E 
$ 


a 


23-20 nyina 


EC 


Fig. 87 — Faze ale diviziunii mitotice la Ailium cepa L. a — profază; b — 
N metatază ; c — anafază ; d — telofază. . 


Fig. 88 — Diviziunea mitotică la Aloë barbadense: a — profază; 
b — metafază ; c — anafaza ; d — telofaza. 
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După ce se realizează hidroliza se îndepărtează HCl şi se adaugă 
2—3 ml de fuxină bazică. Pentru a se obține o colorare de calitate su- 
perioară se recomandă să se îndepărteze orice urmă de HC], cu ajutorul 
unei hîrtii de filtru sau prin spălare cu apă distilată. După 10—15 mi- 
nute, vîrful radicelei, unde este localizat țesutul meristematic şi deci 
frecvenţa diviziunii celulare este mai mare şi care se foloseşte pentru 
studiu, se colorează în roșu violaceu. Pentru intensificarea colorării se 
recomandă ca preparatele să fie montate în camnin acetic sau orceină 
acetică. 


10.1.2, METODA DE COLORARE CU CARMIN ACETIC 


Prefixarea materialului biologic (radicelele embrionare, frunze ti- 
nere) se poate realiza prin imersionarea în emulsie de «-bromonaftalena 
sau soluţie apoasă de 8—hidroxichinolină-orto timp de 3—3,30 ore. 

Ilidroliza şi colorarea se fac în acelaşi timp. Într-o capsulă de por- 
telan sau sticlă de ceas, în care se pune puțină soluţie de carmin, se in- 
troduc radicelele. Se încălzește timp de 2—3 minute „la flacăra unei 
lămpi de spirt evitînd fierberea. Pentru hidroliza materialului se adaugă 
cîteva picături de HCl normal. 

Se efectuează preparate de tip squash. 


10.1.3. METODA DE COLORARE CU ORCEINA ACETICA 


Prefizarea radicelelor embrionare se face cu emulsie de a-bromo- 
naftalena sau 8-hidroxichinoleină orto 0,030/,, timp de circa 5 ore la 
temperatura de 0—4°C. 

Fizxarea se realizează în alcool etilic-acid acetic glacial 3:1 sau 
alcool etilic-acid acetic glacial-cloroform 6:1:3, timp de 12—24 ore. 
Fixatorul, avînd în compoziţie alcool etilic poate conserva materialul 
biologic timp de mai multe zile. 

Ilidroliza şi colorarea se efectuează în același timp în soluţie de 
orceină acetică care se prepară din 46 ce 'soluţie standard (rezervă) şi 
55 cc apă distilată. , 

Soluția standard de orceină se prepară din 2,3 g orceină şi 100 cc 
acid acetic glacial. Orceina se dizolvă în acidul încălzit, după care se 
continuă fierberea încă 2—3 minute. 

Orceina acetică se pune într-o capsulă de dedan (sticlă de ceas) 
în care se găseşte materialul de studiat (radiccle, frunze, stamine) se 
încălzește la flacăra unui bec Bunzen sau lampă de spirt 2—3 minute, 
cvitînd fierberea. Timpul de fierbere se stabilește în funcţie de durita- 
tea ţesuturilor. Pentru uşurarea hidrolizei în colorant se adaugă 2—3 
picături de acid clorhidric normal. 

Se efectuează preparate de tip squash. 


10.1.4. METODA DE COLORARE CU RESORCINA ACETICA 


Se folosesc radicele embrionare care se pregătesc astfel : 

Fixarea radicelelor se face în alcool etilic absolut — acid acetic 
glacial 3 : 1, timp de 12—24 ore. 

Hidroliza şi colorarea se efectuează în acelaşi timp, cu ajutorul 
unei soluții de rezorcină-acetică, care se prepară prin diluarea soluției 
standard. ! 
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Soluţia standard sau de rezervă . . . . . 45 ce 


Apă distilată . în de ee ie pe a adi OD OC 
Solutia standard se prepară astfel : 

Resorcina . E d he ai fa RA eat et sie ae 300 

Acid acetic glacial a a de . 100 cc 


Amestecul rezorcină-acid acetic se erbe diet Si pînă are 
loc dizolvarea completă a colorantului. După răcire se filtrează. 

Pentru efectuarea hidrolizei: și a colorării. matevialul biologic fixat 
se transferă într-o sticlă de ceas sau capsulă de porțelan peste care se 
adaugă rezorcină-ucetică şi cîteva picături de HCl normal. 

Pentru a asigura o colorare mai rapidă şi intensă, se încălzeşte la 
flacăra unui bec Bunzen sau lampa de spirt, timp de 2—3 minute, evi- 
tînd fierberea. Pentru a mări contrastul între cromozomi şi citoplasmă 
se recomandă ca materialul să fie spălat în apă distilată. 

Se execută preparate de tip squash. 


10.1.5. METODA DE COLORARE CU NEGROSINĂ ACETIA 


Prefixarea se face cu soluţie de 8-hidroxichinoleină orto 0,030/. 
Soluţia se pregăteşte în apă distilată încălzită la temperatura de 50— 
60°C şi se păstrează în sticle colorate. Prefixarea radicelelor embrio- 
nare sau a frunzelor tinere se realizează în 3 ore. 

Fixarea sc efectuează în alcool-acid acetic glacial 3:1, timp de 
12—24 ore. 

Hidroliza se realizează cu un amestec de alcool etilic-acid clorhidric 
4:1. Timpul de hidroliză se stabilește pentru fiecare tip de țesut. Ina- 
inte de colorare materialul se spală în apă distilată pentru îndepărtarea 
completă din țesuturi a amestecului de alcool etilic-acid clorhidric. 

Colorarea se face cu o soluţie de nigrosin-acetică, care se prepară 
astfel : 


nigrosină . . io E o dlui ata 0 ego. arte "ta ID ID 
acid acetic glacial aTa me oa ar a ie a ai D000 
apă distilată . . e nai 250 ce 


Într-un vas Erlenmayer se amestecă acidul acetic glacial şi apa dis- 
tilată şi se fierbe. La aungorea vemperaturii de 100 C se adaugă nigro- 
sina și se continuă fierberea timp de 8 minute. Se răcește şi se filtrează. 
Soluția se păstrează la întuneric, timp de cel puțin 10 zile, după care se 
poate folosi pentru colorare. i 

Se efectuează preparate de tip squash. 

Pentru studiul diviziunii mitotice cu ajutorul metodelor rapide se 
renunță la prefixare, materialul biologic (rădăcini sau frunze tinere) 
este supus fixării. 


10.1.6. STUDIUL CROMOZOMILOR CU AJUTORUL FLUOROCROMILOR | 


Studiul cromozomilor cu ajutorul fluorocromilor dă posibilitatea evi- 
dențierii regiunilor eucromatice şi heterocromatice, care apar sub forma 
unor benzi-luminoase şi întunecoase, cunoașterii structurii și comporta- 
mentului materialului gentic. Fluorocromii dau astfel posibilitatea iden- 
tificării cu mai mare uşurinţă și precizie a cromozomilor omologi, a abe- 
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raţiilor cromozomale panse de substanțe chimice sau factori fizici muta- 
geni etc. 

Studiul organizării a morfologiei cromozomilor cu ajutorul fluoro- 
cromilor a fost inițiat de T. Casperson și col. (1968), care au demon- 
strat că anumiți derivați ai acridinei, cum sînt : quinacrina (Q) şi qina- 
crina muştar (QM) prezintă un înalt grad de fluorescență, se localizează 
preferenţial de-a lungul cromozomilor. 

Tehnica folosită de Œ. Vosa (1970) cuprinde următoarele etape: 

Semințele se pun la germinat în vase Petri pe hîrtie de filtru îmbi- 
bată cu apă de robinet; bulbii se plasează deasupra unor pahare (bor- 
canc) umplute cu apă de robinet, în așa fel încît discul (tulpina adevărată) 
să fic scufundat în apă. Se creează condiţii optime de temperatură și 
2erisire. După formarea radicelelor de 5—10 mm acestea se recoltează în 
fiole de sticlă şi se tratează cu soluție apoasă de colchicină 0,050/, timp 
de 5 ore. 

— Se fixează în alcool etilic-acid acetic glacial 3 : 1, timp de 12—-15 
ore. ' 

Materialul fixat se păstrează în alcool etilic 950/, la temperatura de 

—6°C. 

— Se efectueazá preparate de tip squash în apă acetică 450/0. 

— Lamela se desprinde fie prin metoda dry-ice (uscare-răcire) sau 
dacă se folosește albumina glicerinată pentru fixarea materialului, lamelu 
se desprinde prin introducerea preparatului cu lamela în jos într-un vas 
(cutie Petri) cu apă acetică. 

— Colorarea se face prin imersionarea lamei şi lamelei în ssu 
apoasă de quinacrină 0,5%, timp de 10—15 minute. Se poate folosi și 
soluție de quinacrină 1% în alcool absolut. i 

Preparatele se spală în apă distilată şi se montează în apă aceticà. 
Pentru a se evita evaporarea apei şi uscarea preparatelor se recomandă 
ca în jurul lamelei să se depună o peliculă de solutie de lipit cauciuc 
sau parafină. Preparatele SETE manere „păstrate la rece (în frigider) 
pot fi studiate 2—3 zile. 

Se efectuează microfotografii Şi se studiaza repartiția heterocromatı- 
nei şi eucromatinei în structura cromozomilor. 


t 
10.1.7. COLORAREA DIFERENȚIATĂ CU SOLUȚIE GIEMSA 


Se folosesc țesuturi meristematice radiculare care se recoltează între 
orele 8—9 ; 14—15 sau 22—0, perioadă în care se apreciază că frecvența 
mitozelor este ridicată. Materialul biologic se prelucrează după următoa- 
rea tehnică : 

Pretratament — cu soluţie de colchicină 0,050/ timp de 2 ore; 

Fizxarea se efectuează cu alcool etilic-acid acetic glacial 3:1, timp 
de 18—24 ore şi conservat în alcool etilic 70%, în frigider ; 

Hidroliza se realizează cu acid acetic 450/, şi HCl 1N încălzit la 60°C 
timp de 12—14 minute. 

Preparatele citologice obţinute au fost denaturate cu soluţie de hi- 
droxid de bariu, timp de circa 7 minute şi renaturat în 2x SSC la 60°C 
timp de o oră (metoda Marks, 1975). 

Colorarea. Se folosește soluţie Giemsa 20/,, preparată în soluţie tam- 
pon Sörensen (pH=—6,8), timp de 30—60 minute. 
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Hidroliza joacă un rol important în evidenţierea heterocromatinei. 
S. Siljak-Yakovlev şi D. Cartier (1979), au observat că hi- 
droliza cu HCl 1N determină colorarea de către soluţia Giemsa a hetero- 
cromatinei din regiunile centromerice, iar hidroliza cu acid acetic 45% 
evidenţiază benzile heterocromatice intercalare şi terminale. În acelaşi 
timp hidroliza cu HCl 1N permite colorarea centromerilor  putindu-se 
astfel stabili poziţia lor, care nu este facilitată totdeauna din metoda 
clasică, iar hidroliza cu acid acetic asigură o analiză mai fină a reparti- 
zării hoterocromatinei în lungul cromozomului (S. Siljak-Yakovlev şi 
D. Catier, 1979). 


10.2. STUDIUL MEIOZEI LA PLANTE 


Din ce în ce mai frecvent se folosesc şi în studiul meiozei metode 
rapide înlocuind treptat metoda clasică de includere în parafină și efec- 
tuarca de secţiuni la microtom. 

Pentru studiul meiozei se recomandă speciile: Secale cereale 
(2n=14), Triticum aestivum (2n—42), Hordeum vulgare (2n—14), Zea 
mays (2n==20). 

Sc apreciază că meioza are loc în momentul în care spicele sînt încă 
în burduf și au o lungime de 4-—6 cm la grîu şi orz şi 6—7 cm la secară. 
Pentru deplina reușită a studiului se recomandă. ca înainte de recoltare 
să se stabilească stadiul dezvoltării celulelor mame ale grăunciorilor de 
polen. Pentru aceasta se recoltează un spic înainte de a icşi din burduf 
si se scot staminele dintr-o floare. Se realizează un preparat squash. 
Dacă celulele se află în diviziune şi în special în mctafază, se poate trece 
la recoltarea materialului. În cazul în care celulele se află într-un stadiu 
mai tînăr sau se observă deja granule de polen se testează spice mai 
mari și respectiv mai mici. 


Spicele se recoltează în primele ore sii dimineții şi se introduc ime- 
diat intr-un amestec de alcool etilic-acid acetic glacial 3:1. Timpul de 
fixare se stabileşte pentru fiecare specie şi variază de la cîteva minute 
pină la 24 ore. După fixare spicele sînt trecute în cîteva băi de alcool 
ctilic absolut, pentru deshidratare şi îndepărtarea acidului acetic. Mate- 
rialul astfel fixat, spălat şi deshidratat poate fi conservat în fiole cu 
alcool de 70°, care se închid ermetic prin parafinare şi se păstrează la 
frigider la 0—4*C. În aceste condiţii materialul biologic se poate păstra 
timp îndelungat. 

Pentru studiul meiozei, materialul este supus operațiilor de hidro- 
liză şi colorare. 

Hidroliza. Spicele conservate în alcool 70° sînt spălate în apă timp 
de 30 minute. Se scot anterele din spic şi se hidrolizează în soluție de 
HCl normal, la temperatura de 60°C, un timp ce variază între 8—12 mi- 
nute (8—9 minute la grîu, orz, 9—10 nunute la porumb, 10 minute la 
secară, pepene verde etc.). 


Dacă colorarea se realizează în carmin acetic sau orceină acetică se 
poate renunţa la hidroliză. 

Colorarea se efectuează cu fuxină bazică (reactivul Schiff) sau cu 
carmin acetic (orceină acetică). Se recomandă ca materialul să nu fie 
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menţinut un timp prea îndelungat în colorant, deoarece se reduce con- 
trastul dintre culoarea cromozomilor şi a citoplasmei, iar preparatele sînt 
de calitate inferioară. 


10.2.1. EFECTUAREA PREPARATELOR MICROSCOPICE 


Pe o lamă dc sticlă degresată şi uscată se pune o picătură de apă 
acetică 450/ sau carmin acetic în cazul în care materialul nu este colorat 
suficient, în care se introduc o stamină recoltată dintr-o floare de ia 
mijlocul spicului. Cu un ac spatulat sau bisturiu se secţioncază trans- 
versal stamina. Prin uşoare presări cu acul spatulat se eliberează conți- 
nutul sacilor polinici format din celulele mame ale grăunciorilor de po- 
len. Se îndepărtează pereţii anterei. Peste material se punc o lamelă pe 
care sc află un strat foarte fin de albumină glicerinată, trecută prin fla- 
căra unci lămpi de spirt. Cu ajutorul unei bucăţi de hirtie de filtru se 
îndepărtează excesul de colorant, iar prin apăsare cu degetul mare se 
face o uşoară etalare. Preparatul astfel pregătit poate fi observat la mi- 
Croscop. 

Imaginea  preparatului se prinde cu obiectivul 10 iar observaţiile 
propriu-zise se realizează cu obiectivele 20 şi 40. 

Se pot evidenția şi interpreta toate etapele diviziunii reductionale 
(mcioză) ; profaza-leptoten, zigoten, pachiten, diploten, diachineza ; me- 
tafaza I și I, anafaza I și II, telofaza 1 și II, diadele, tetradele (fig. 89, 90). 

În situaţia în care în preparat se observă numai celule tinere care nu 
au intrat în diviziune se recomandă recoltarea staminelor dintr-un spic 
mai mare, iar dacă se observă grăuncioare de polen, se recoltează stamine 
din florile plasate mai la vîrful sau la baza spicului sau se iau spice mai 
tinere. 

Pentru a păstra preparatele cîteva zile se poate parafina marginea 
lamelei sau se poate pune soluție de lipit cauciuc. Cele mai bune prepa- 
rate se permanetizează prin montarea în euparal sau balsam de Canada. 

Pentru colorarea cu carmin acetic sau orccină acetică se procedează 
astfel : se scot staminele şi se pun într-o capsulă de porțelan în -care se 
află carmin acetic (orceină acetică). Colorarea se realizează în 5—10 mi- 
nute. Preparatele se montează în apă acetică 450/ sau carmin aceti. 

Studiul diviziunii reducționale efectuat la diferite linii tetraploide şi 
triploide obținute pe cale experimentală aparținînd diverselor specii de 
plante a demonstrat că meioza prezintă anumite caracteristici datorită 
numărului mai mare de cromozomi omologi. La speciile poliploide stu- 
diate s-a observat numeroase abateri în procesul de reducere cromozo- 
mală care constau mai ales în asocierea cromozomilor omologi sub forma 
de multivalenți (tetra- şi trivalenți), în apariția a numeroase anomalii ; 
celule cu univalenți. cromozomi retardatari, diviziuni asincrone, punți 
cromatice, micronuclei, celule multipolare (triade, pentade). Ca urmare 
procesul de separare și migrare a cromozomilor în anafaza I şi telofaza I 
se desfășoară anormal, astfel că în urma diviziunii rezultă gameți aneu- 
ploizi (n £1, n £2). 

S-a demonstrat că fertilizarea mai scăzută a liniilor tetraploide şi 
sterilitatea completă a triploizilor sînt rezultatul apariției, în cursul dife- 
ritelor faze ale diviziunii reducționate (meioza) din micro- şi macrospo- 
rogeneză a anomaliilor cromozomale amintite. i 
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Fig. 89 — Diagrama diviziuni meiotice (E. Strasburger, 1971) 1—9 — 

diviziunea heterotipică; 10—12:— diviziunea homotipică; 1—5 profaza I: 1— 

leptoten ; 2 — zigoten; 3 — pachiten; 4 — diploten; 5 — dakineză; 6 — 

metafază I; 7 — anafaza I — timpurie; 8 — telofaza I; 9 — interfaza 

meiotică (stadiul de diadă) : 10 — metafaza II; 11 — anafaza II; 12 — 
telofaza II. 


Tehnica efectuării preparatelor 


La mijlocul unei lame de sticlă curată şi uscată se pune o picătură 
de carmin acetic, orceină acetică, fuxină sau apă acetică 45%/,. Se alege 
o radicelă al cărui vîrf este colorat intens şi se așează pe lamă. Cu aju- 
torul unui ac spatulat sau bisturiu se detașează virful unei  radicele 
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Fig. 90 — Diviziunea meiotică în microsporocitele de Secale cereale : 1—4 — 
profaza I (1 — leptoten ; 2 — zigoten; 3 — pachiten; 4 — diachineză; B — 
metafaza I, C şi D — anafaza I; E — telofaza I; F — metafaza II; G — 
anafaza lI; H — telofaza II; I — tetradă haploidă. 
d [] ` e 
` (1—2 mm) şi se introduce în soluția de pe lamă. Peste material se pla- 
sează o lamelă. Peste lamelă o bucată de hîrtie de filtru (sugativă) și 
prin o uşoară presare cu degetul mare se îndepărtează excesul de colo- 
rant. Pentru etalarea celuleror într-un singur strat se execută loviri 


ușoare în lamelă cu un beţişor de lemn sau plastic. 
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Pentru fixarea unui număr cît mai mare de celule se recomandă ca 


lamela să fie acoperită pe fața care se plasează pe lamă cu un strat fin 
de albumină glicerinată. l 

Pentru ca preparatele astfel pregătite să se poată studia mai multe 
zile se recomandă parafinarea marginilor  lâmelei pentru a împiedica 
evaporarea soluţiei în care este montat materialul şi uscarea preparatu- 
lui. Preparatele pot fi studiate mai multe zile prin păstrarea lor la tem- 
peratură scăzută. t 
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Preparate permanente 


Preparatele realizate după tehnica descrisă şi în care se găseşte un 
număr mare de diviziuni, cu cromozomii bine individualizaţi şi colorați, 
sint permanentizate. Pentru obţinerea unor preparate durabile se pro- 
cedează astfel: cu ajutorul unei lame de ras se desprinde lamela de 
lamă. Se introduce colţul unei lame de ras (ac spatulat) sub lamelă și 
cu o singură mişcare se desprinde de lamă, evitind deteriorarea prepa- 
ratului. Se efectuează deshidratarea materialului biologic prin introdu- 
cerea lamei şi lamelei într-o serie de pahare Borell, cu alcool etilic abso- 
lut și xilol (2 pahare Borell cu alcool etilic absolut, 1 pahar Borell cu 
alcool etilic absolut 500/, şi xilol 50%, 1 pahar Borell cu alcool etilic 
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absolut 250/, şi xilol 750/, 2 pahare Borell cu xilol). În loc de alcool etilic 
absolut se poate folosi alcool metilic, sau toluen (benzen) în loc de xilol. 
Lama şi lamela sînt trecute prin xilol, deoarece alcoolul care sc foloseşte 
pentru deshidratare nu este miscibil cu balsamul de Canada, acesta fiind 
miscibil numai cu xilolul, toluenul sau benzenul. 

Pentru deshidratarea materialului de pe lamelă se folosesc aceleași 
soluţii care se pun în capsule de porțelan sau sticle de ceas. 

În fiecare soluție, lama şi lamela sînt lăsate 2—3 minute. După 
scoaterea dintr-o soluţie și înainte de a fi introduse în soluţia următoare, 
lama şi lamela sînt scurse pe o hîrtie de filtru. Montarea preparatelor se 
realizează astfel : se scoate lama din ultimul pahar în care se găseşte xilc! 
(toluen sau benzen), se scurge pe o hîrtie de filtru, iar în regiunea în 
care a fost etalat materialul biologic se pune o picătură de balsam de 
Canada. Deasupra acesteia se plasează lamela cu faţa care s-a aflat ini- 
ţial pe lamă. Peste lamelă se așează o hirtie de filtru și prin presare cu 
degetul mare se fixează lamela și se îndepărtează excesul de balsam de 
Canada. 

În cazul în care se folosește euparal, după deshidratarea cu alcool, 
preparatele pot fi montate, euparalul fiind miscibil cu alcoolul. 

Preparatele sînt păstrate timp de 6—7 zile la temperatura camerei, 
la un loc ferit de praf şi umezeală în cutii special confecţionate, pentru 
a se usca. După uscare preparatele se etichetează cu denumirea specici, 
numărul de cromozomi, data și numele celui care le-a realizat. Prepa- 


ratele durabile (permanente) pot fi folosite pentru studiu și demonstrații 
un timp îndelungat. 


10.3. STUDIUL CARIOTIPULUI LA PLANTE 


Analiza cromozomilor în cercetările de citologie, genctică și taxono- 
mic, cît și activitatea de obţinere a unor noi forme de plante și animale, 
cu caracteristici biologice şi economice superioare, prin hibridare, poli- 
ploidizare şi mutageneză, au determinat elaborarea și utilizarea unor 
criterii unice de clasificare și caracterizare a cromozomilor. Astfel în 
1960 la Denver (S.U.A.) au fost elaborate criteriile de alcătuire a cario- 
tipului uman, perfecționate şi definitivate cu prilejul conferinţelor inter- 
naționale ce au avut loc la Londra (1962) și Chicago (1966). Cu prilejul 
conferinței de la Denver s-a definit noțiunea de cariotip. Prin cariotip, 
după H. Hughes (1966), se întelege o araninre sistomatizată a cromo- 
zomilor unci celule mitotice sau meiotice implicînd numărul, forma, mă- 
rimea sau orice altă caracteristică care poate fi reprezentativă pentra 
complementul cromozomal al unei varietăți celulare, individ sau specie. 

Cromozomii sînt studiaţi în metafazâ cînd sînt complet individuali- 
zaţi și se colorează mai intens: Pentru alcătuirea unui cariotip se iau în 
consideraţie următoarele caracteristici : lungimea braţelor cromozomilor, 
lungimea totală a cromozomilor, poziţia centromerului şi forma cromo- 
zomilor dată de acesta, poziţia constricţiilor secundare. 

Poziţia centromerului, care defineşte forma morfologică a cromozo- 
milor, se exprimă cu ajutorul relaţiei : 


| 
d = l — s sau r = — în care: » 
Ss 


l = lungimea braţului lung al cromozomului 
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s — lungimea brațului scurt al cromozomului 
d = diferenţa între braţul lung şi cel scurt 
r = raportul între braţe 
Raportul între braţele cromozomilor este frecvent ealculat sub forma 
unui index centromeric (Denver, 1960). 
100 S 


Cc 


Dacă se cunoaşte lungimea cromozomilor (c == lungimea unui cro- 
mozom raportată la lungimea totală a unui complement  cromozomal 
haploid) şi valorile r sau i, 1 și s se pot calcula cu ajutorul relaţiilor: 


e 


cr c 
Lo z SA a 
r+i r-i 

i c(100 X i) DID ae 

100 100 


Diferenţa dintre braţul lung și brațul scurt 
(A. Levan ; K. Fredga, A. Sandberg, 1964) 


Diferenţa dintre 


; Raportul 'dintre Indexul 
Nomenclatura dl legii braţe (r) centromeric (i) 
M | 0.0 Ma pe 1,00 | 59,0 

m | 0,5 1,05 47,5 ` 
1,0 1,22 45,0 
1,5 1,35 42,5 
2,0 1,50 40,0 
2,5 1,57 37,5 
sm 3.0 1,86 35,0 
3,5 2.08 82,5 
4,0 2,33 30,0 
4,5 2,64 21,5 
5,0 3.00 25,0 
st 5,5 | 3,44 225 
6,0 4,00 20,0 
6,5 4,71 17,5 
TU 5.67 15,0 
15 | 7,00 125 
t 8,0 i 9,00 10,0 
8,5 j 12,33 75 
9,0 | 19.90 6,0 
95 33.00 2.5 
T | 10.0 | o0 | 0.0 


După cum se observă din fig. 92 cromozomul a fost împărţit în 10 
unităţi. Poziţia centromerului variază din regiunea mediană către cen- 
tromerul terminal. 


Valorile d și r se calculează astfel : 
d— „Le ? 10 + d 
r+l 10 —- d 
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În funcţie de poziţia  centromerului, A. Levan (1964) a propus 
următoarele tipuri de cromozomi : 


— cromozomi metacentrici — cu centromerul situat în punctul me- 
dian (M) sau în regiunea mediană (m) și cu un raport al brațelor de 
1,0—1,7; 

— cromozomi submetacentrici — cu centromerul situat în regiunea 
submediană (sm) şi raportul braţelor de 1,7—3,0 ; 


— cromozomi subtelocentrici — cu centromerul în regiunea subter- 
minală și raportul braţelor cuprinse între 3,0—7,0 ; 


— cromozomi acrocentrici — cu centromerul în regiunea terminală 
(t) (fig. 91, 92). 
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Fag. 91 — Reprezentarea dhagrumatică a tpurnlor morfologice de cromozomi în 
funcție de poziţia centromerului : d = braţ lung — braț scurt; r = raportul 
dintre brațul lung asuma  biațulu, scurt (i. Levan, K. Fradega, A. 


Sandberg, 1984). 
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Fig. 92 — Reprezentarea dhagramatică a tipurilor morfologice de cromozomi. 
M Mmetacenirici (cu centromciul median) m — moetacentric (e * contromerul 
in regiunea  m"diană); sm — submrtacentric, st — subtelomeric: t — 
acrocentri: ; T — telocentr c. 


În prima etapă a elaborării unui cariotip, cromozomii se clasifică în 
două grupe : cromozomi mediani şi submediani (m şi sm) și cromozomi 
terminali și subterminali (t şi st). În felul acesta fiecare cromozom ceste 
împărţit în patru regiuni egale (m, sm, st, t) fiecare jumătate a cromo- 
zomului fiind subdivizată în patru. Prin aceasta se stabilește poziţia cen- 
tromerului și forma cromozomului (A. Levan, 1964). 

În practica de laborator se folosește nomenclatura ce se bazează pe 
clasificarea cromozomilor în cromozomi mediani (m) şi submediani (sm), 
subterminali (st) şi terminali (t). 
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Termenul | Valoarea d Valoarea r 


M | 0 1 
m, sm )— 5 1— 3 i 
st, t | 5—10 3—0 
t 10 00 


Această clasificare a fost folosită frecvent pentru studiile de cito- 
genetică. 

Battaglia (1956) și Sinoto (1963) au elaborat terminologii noi 
pe baza acestui sistem general. 

Pentru elaborarea cariotipului la anumite specii se recomandă un 
sistem care se prezintă astfel : 

Cariotipul la plante se efectuează pe baza criteriilor folosite la ani- 
male : mărimea cromozomilor, raportul braţelor  cromozomale, poziţia 
centromrrului, prezenţa sateliților etc. T 


Termenul Valoarea d | Valoarea r 

m | 0,0— 2,5 1,0—1,7 

sm, st 25— 75 1,7—7,0 
7,5—10,0 7,0—0 


Un cariotip se realizează în mai multe etape : 

— Se efectueazá preparate permanente de tip squash, materialul 
biologic se pregăteşte după metoda Feulgen ; l 

— Se aleg cele mai bune preparate microscopice în care cromozomii 
sînt în metafază, sînt bine etalați și răspindiți în întreaga celulă. Se 
rețin pentru studiu metafazele care au un număr diploid de cromozomi. 
Metafazele cu unul sau mai mulți cromozomi în plus sau în minus, cu 
cromozomi suprapuşi sau cu diferite aberaţii morfologice (deleții, etc.) 
sînt eliminate din studiu. În metafază cromozomii sînt bine individua- 
lizaţi și au o formă relativ constantă pentru o anumită specie și se colo- 
rează ușor cu coloranţi specifici (fig. 93). 

— Se studiază morfologia cromozomilor și se efectuează măsurăto- 
rile necesare grupării cromozomilor. Se stabilește lungimea totală a fie- 
cărui cromozm şi lungimea braţelor. 


— Se fotografiază cele mai bune metafaze sau se fac desene la ca- 
mera clară. 


— Se fac fotocopii. Se recomandă să se fotografieze cel puţin 100; 
din metafazele studiate. 

— Cu ajutorul unei foarfeci se decupează fiecare cromozom şi se 
aranjează pe o foaie de hirtie albă după criteriile enunțate mai sus. Gru- 
parea se face în perechi de cromozomi omologi, după mărimea lor şi 
poziţia centromerului, ce conferă cromozomilor o anumită formă. Cro- 
mozomii sînt dispuşi în ordinea descrescîndă a lungimii lor. Pentru gru- 
parea cromozomilor omologi, e necesar să se ia în considerare lungimea 
cromozomilor și raportul braţelor. 
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93. Cromozomi metafizici de A — Secale cereale  (2n=14) 
— Allum cepa (2n=16); C — Triticum aestivum (2n=42) 
Citrullus lanatus (4n=44). r 


Grupele morfologice se notează cu cifre sau cu litere mari, în ordin" 
alfabetică. O grupă poate cuprinde, două sau mai multe perechi de cro- 
mozomi omologi. 

După aranjarea cromozomilor omologi în grupe pe o foaie de hirtie 
albă se fotografiază din nou şi se obţin fotocopii care reprezintă cario- 
grama speciei respective. 

Se recomandă să se elaboreze un sistem unic pentru clasificarea cro- 
mozomilor, care să fie acceptat de toţi cercetătorii. În prezent se foiosese 
diferiți termeni pentru același tip de cromozomi. Levan și colab. (1964) 
au folosit drept criteriu de clasificare a cromozomilor lungimea relativă 
a braţelor. Potrivit acestui sistem fiecare cromozom poate fi clasifica: 
în una din cele patru grupe: metacentric (m), submetaceniric (sm), sub- 
telocentric (st) și telocentric (t), grupele m şi t, includ termenii M și T. 
pentru cromozomii cu centromerul median şi terminal. 

Nomenclatura propusă de Levan şi colab. (1964) se caracterizează 
printr-un înalt grad de flexibilitate, cele patru grupe: m, sm, st şi t 
putind fi combinate în funcţie de specia studiată. Astfel este posibil ca 
înainte de efectuarea măsurătorilor cromozomii să fie clasificați în două 
grupe msm (m + sm) şi stt (st + t). 

Un alt avantaj al acestei clasificări este acela că termenii m, sm, st, 
t pot fi de asemenea folosiţi, pentru a desemna poziţia centromerilor pe 
cromozomi, fără a fi implicate regiunile  heterocromatice,  constricţiile 
secundare etc. Potrivit nomenclaturii din tabel este posibil să se utilizeze 
în continuare terminologia : metacentric, submetacentric, subtelocentric, 
acrocentric împreună cu terminologia propusă de Levan fiind stabilită 


o corespondenţă între aceste nomenclaturi (fig. 94). 
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complementului cromozomilor. Astfel, în unele cazuri va putea fi luată 
în considerație lungimea cromozomilor, care vor fi aranjați în ordine 
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descrescîndă, în altele va fi mai potrivit să se ia în consideraţie raportul! 
braţelor, cromozomii fiind : 


PETE Raportul 
Poziţia centromerului: | braţelor | Cromozomul 
Median în sens strict 1,0 M 
Regiunea mediană 1,7 m  Mcetacentre 
Submedian 3,0 sm submetacentric 
Subterminal 7,0 st  subtelocentric ® 


Regiune terminală | t acrocentric 
Terminal în sens strict T  telocentric 


Se recomandă alcătuirea  cariotipului la speciile care au un număr 
redus 'de cromozomi : Vicia faba, Allium cepa, Secale cereale, Hordeum 
vulgare, Aloë barbadense ş.a. (tabelul 16). 


Tabelul nr. 16 
Numărul haploid de cromozomi de la diferite plante 


Numărul Numărul 
Specia haploid de Specia haploid de 
cromozomi cromozomi 
| 
Allium cepa 8 Neuroscpora crassa 7 
Alium fistulosum 8 Oenothera lamarkiana 7 
Arabidopsis thaliana 5 Oryza sativa 12 
Asparagus officinalis 10 Ormithogalis virens 3 
Bellis perenis 9 Paeonia tenwfolia 5 
Brassica oleracea 9 Pelargonium zonale 9 
Beta vulgaris 9 Petunia hybrida 7 
Cannabis sativa 10 Phaseolus vulgaris 11 
Capsicum annum 12 Pıper nigrum 64 
Citrullus lanatus 11 Piısum sativum 7 
Crepis capilaris ; 3 Plantago otava 4 
Cucumis sativus 7 Raphanus sativus 8 
Datura stramonium 12 Rıbes nigrum 8 
Daucus carota 9 Ricinus communis 10 
Fragaria vesca T Schizaea robusta 96 
Fragaria virgiana 28 Schızaea dichotoma 540 
Gadium grande 110 Sccale cereale 7 
Haplopappus gracillis 2 Spinacea oleracea 6 
Hordeum vulgare 7 Tradescantia paludosa 6 
Iris germanica 11 Trifolium grandiflorum 5 
Lactuca sativa 9 Trifolium pratense 7 
Luzula purpurea 3 Triticum durum 14 
Linum grandiflorum 8 Triticum aestivum 21 
Lolium perene T Tulipa gesneriana 12 
Lycopersicum esculentum 12 Vicia faba 6 
Mentha piperitha 17 Vicia sativa 6 
Morus alba 14 Zea mays 10 


Pentru exemplificare prezentăm cariotipul la Allium cepa, Aloŝ 
barbadense şi Secale cereale, cu menţiunea că în literatura de speciali- 
tate există controverse în privința lungimii cromozomilor şi raportul 
brațelor, datorită diferitelor metode folosite. 
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10.3.1. CARIOTIPUL LA SECALE CEREALE 


Cromozomii de la Secale cereale se grupează astfel : 

Cromozomii din perechile 1 şi III au centromerul submedian ; 

Cromozomii din perechile II, IV şi VII au centromerul median. Cro- 
mozomii VII au satelit şi sînt cei mai scurţi ; 

Cromozomii V şi VI prezintă centromerul subterminal. În privinţa 
dimensiunilor cromozomilor, datele sînt contradictorii, fiind dependente 
de tehnicile utilizate pentru efectuarea preparatelor (fig. 95). 


Mii. - faci 
” ği t. t; ; A ; i pi s i pe 
e fs a j Ai è no [i i ER -d + 
ai pile ERA. | ng E II. f 

se RER da AT ge TD o IN S D m. 


10.3.2. CARIOTIPUL LA ALLIUM CEPA 


Perechea I de cromozomi are centromerul subterminal şi o constric- 
ţie secundară pe braţul stîng. 

Perechea 2 — cuprinde cromozomi  submetacentrici, fiind cea mai 
mică pereche de cromozomi. i 

Perechea 3 şi 4 de cromozomi au centromerul aproape median. 

Perechea 5 are centromerul median și este cea mai mare pereche 
de cromozomi. 

Perechile 6, 7 şi 8 de cromozomi au centromerul submedian, fiind 


aranjați în ordine descrescătoare (fig. 96). 
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Lungimea brațelor la cromozomii mitotici din metafaza colchicinizată de Allium 
cepa (după Lima De Faria şi colab., 1962 — citat după P. Raicu și colab., 1973) 
Media lungimii braţelor 
Nr. cromozomului SI 0 gg ai 


braţul lung braţul scurt 


1 5,8 2.3 
2 3,8 23 
3 43 3,4 
4 3,6 3,9 
5 5,1 4,7 
6 5,9 3,5 
T 55 3,8 
8 5,0 3,4 
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10.3.3. CARIOTIPUL LA ALOË BARBADENSE 


Majoritatea taxonilor aparţinînd acestui gen sînt diploizi şi au o 
constituţie cromozomală extrem de uniformă : 2n == 2x = 14. Aloë bar- 
badense nu face excepţie prezentînd un complement cromozomal bimo.-- 
dal, formaţi din 8 cromozomi lungi și 6 scurți. Cele patru tipuri morfo- 
logice ale cromozomilor lungi au fost notate cu El, L2, L3 şi E4, iar cele 
ale cromozomilor scurți cu S1, S2 și S3. Folosind metoda lui Adnikar y 
(1974), pentru determinarea poziției centromerului, rezultă următoarele 
detalii cariomorfologice : L1 == submetacentric, L2, L3 şi L4 = subtelo- 
centric, S1 — submetacentric, iar S2 şi S3 == metacentric (fig. 97). 
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10.4. METODE PENTEU DETERMINAREA DURATEI 
l CICLULUI MITOTIC 


Diviziunea mitotică este un proces complex în timpul căruia nucleu! 
parcurge o serie de faze succesive pe durata cărora au loc transformări 
morfologice și biochimice, în urma cărora rezultă doi nuclei-fii și res- 
pectiv, două celule-fiice, cu acelaşi număr de cromozomi ca şi celula 
mamă. Diviziunea mitotică se desfăşoară continuu, fiind diferențiați în 
mod convenţional în patru faze : profaza, metafaza, anafaza, telofaza, cu 
numeroase stadii de tranziţie, în timpul cărora au loc transformări ca- 
racteristice. Interfaza, intervalul de timp care separă două diviziuni suc- 
cesive ale unei diviziuni, reprezintă o etapă esenţială a activităţii celu- 
lare, în care au loc importante reacţii metabolice şi un intens transfer 
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de material și energie între nucleu şi citoplasmă, grupate în trei perioade 
(etape) : perioada  presintetică (G), perioada de sinteză (S) şi perioacia 
postsintetică (Gə) (fig. 98, 99). 


G-(perioada postsintetică) 


M (diviziunea 

MOVIE ) Fig. 98 — Diagrama 
__S ciclului mitotic. 

(perioada de 

sinteză ADN) 


Fg. 99. Fazele ciclului mitotic. A—D — profaza, E — metafaza, 
F — anafaza, G — H — telofaza; I — interfaza. . 
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Perioada presintelică (G4) se caracterizează prin absența procesului 
de sinteză şi existența unei cantităţi de ADN care corespunde stadiului 
de două cromatide (2C). Unele celule intră în G; cu cromozomi monocro- 
matidici. În celulele care se divid rapid perioada presintotică este foarte 
scurtă sau lipsește, în timp ce în altele este foarte lungă. Dintre stadiile 
interfazei, perioada G4 este cea mai variabilă în timp ce ocupă 25—590%", 
din durata intorfazei. Uncle celule pot fi într-o permanentă perioadă G, 
în timp ce altele, în perioada G se desfâșoară procese specifice — orga- 
nizarea substratului și sinteza enzimelor necesare replicării ADN. 

Perioada de sinteză (S) — se caracterizează prin dublarea substanţe- 
lor şi structurilor înjumătăţite prin diviziunea celulară precedentă. Reac- 
tiile metabolice au loc atît în nucleu cît și în citoplasmă și constau în 
principal în „reproducerea“ (replicarea) ADN, histonelor şi a macromo- 
leculelor proteice din compoziţia aparatului acromatic. În interfază are 
loc sinteza și a altor compuși citoplasmatici şi nucleari : ARN, proteine, 
molecule precursoare ale peretelui despărțitor şi se eliberează energia 
nècesară desfășurării proceselor propriu-zise. Perioada S are o durată 
relativ constantă pentru un anumit tip de celule şi specii și reprezintă 
35—400/, din durata interfazei. 

Perioada postsintetică (G9) se caracterizează prin creşterea volumu- 
iui nucleului. În G, au loc transformări metabolice necesare mitozei. 

La microscopul fotonic ficcare cromozom se prezintă sub forma unei 
singure cromatide în G; şi constituit din două cromatide în Go. În mod 
frecvent, cromozomii de la numeroase specii de plante şi animale supe- 
rioare sînt constituiți din două sau mai multe cromatide, înainte de 
duplicare şi patru sau mai multe cromatide după duplicare. Deoarece 
cantitatea de ADN se dublează în perioada S, nucleul arc valoarea 2C 
înaintea procesului de sinteză şi 4C după sinteza ADN. 

Durata ciclului mitotic este dependent de specie, tipul celulei, 
mediul de cultură şi o serie de factori externi, dintre care temperatura 
este mai important. 


10.4.1. METODA OBȚINERII UNEI POPULAȚII SINCRONE 
DE CELULE TETRAPLOIDE 


' Pentru determinarea duratei mitozei și a interfazei, tesutul meris- 
tematic din vîrful radicelei sau lăstarilor este iradiat sau tratat cu 
colchicină. Prin iradiere cu raze X are loc blocarea diviziunii celulare. 
Se consideră că prin stabilirea timpului în care dispar toate mitozele 
se poate determina durata mitozei. 

Colchicina blochează diviziunea celulară în metafază Epifanova 
(1965), apreciază că numărul de diviziuni blocate în metafază (MLkx) 
este proporțional cu indicele mitotic și cu timpul de acțiune al colchi- 
- cinei (N) şi invers proporțional cu durata mitozei (tM). 

MtIA MIkx ` 


MIkx == tM = 
tM MIA 


Indicele mitotic reprezintă raportul dintre numărul celulelor care 
se divid și numărul total de celule din țesutul studiat. Se poate deter- 
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mina prin mai multe procedee. Se efectuează preparate semipermanente 
sau permanente de tip squash, folosind metoda de colorare Feulgen și 
se calculează numărul de celule în diviziune pe unitatea de suprafaţă 
sau se calculează numărul de mitoze la o mie de celule din țesut. Indi- 
cele mitotic se exprimă în procente. 
Durata intertazei poate fi determinată pornind de la durata mitozei 
și cunoscînd numărul total de celule din țesut. S-a stabilit că raportul 
dintre numărul mitozelor (M) și numărul celulelor în repaos (N) este 
egal cu raportul dintre durata mitozei (tM) și durata interfazei (T). 


n tM T tMN 


N T n 


Pentru determinarea duratei ciclului mitotic se recomandă să se 
folosească speciile : Crepis capillaris, Allium cepa, Vicia faba, Hordeum 
vulgare, Secale cereale. Semințele se pun la germináre în vase Petri, 
pe hîrtie de filtru îmbibată cu apă de robinet, iar bulbii de ceapă se 
plasează deasupra unui pahar Erlenmayer, umplut cu apă de robinet, 
în aşa fel ca discul (tulpina adevărată) să se scufunde în apă. În mo- 
mentul în care radicelele embrionare au 2—3 mm lungime, seminţele 
se transferă în alte vase Petri, pe hîrtie de filtru îmbibată cu colchicină 
0,050/, sau în vase Petri care conţin soluţie de colchicină 0,050/ şi se 
introduc în termostat, la temperatura de 25 C. Din 2 în 2 ore se recol- 
tează un anumit număr de radicele, timp de cel puţin 24—48 ore şi se 
prelucrează după metoda Feulgen. În felul acesta se realizează un tra- 
tament continuu cu colchicină care după un anumit timp determină 
apariţia celulelor tetraploide. Pentru determinarea populațiilor de celule 
totraploide se fac preparate de tip squash şi se identifică celulele tetra- 
ploide ce se găsesc în mcetafază. Frecventa celulelor tetrapoide se deter- 
mină cu ajutorul indexului poliploid care reprezintă: numărul de celule 
tetrapoide la 1000 de celule. Se calculează numărul de celule tetrapoide 
rezultate sub acţiunea colchicinei şi timpul în care s-au transformat și 
se reprezintă grafic. 

S-a stabilit că timpul mediu între două maxime succesive ale 
indexului poliploid reprezintă durata ciclului mitotic. 

Deoarece se consideră că sincronismul populației de celule tetra- 
ploide se menține numai în cursul a 3—4 cicluri mitotice, pentru obţi- 
nerea unor rezultate precise se recomandă folosirea numai a primelor 
două diviziuni mitotice de la apariţia celulelor tetraploide. 


10.4.2. METODA MICROAUTORADIOGRAFIEI CU TIMIDINĂ 
MARCATĂ CU 3H 


Metoda se bazează pe faptul că timidina fiind precursor al timinei 
poate fi încorporată direct în macromo'ecula ADN, în perioada de sin- 
teză. Pentru determinarea duratei ciclului mitotic cu ajutorul acestei 
metode se procedează în felul următor. Semințele sau bulbii se pun la 
germinat în vase Petri sau Erlenmayerre, în apă, la temperatura con- 
stantă. După germinare se transferă în soluţie nutritivă în care se 
introduc timidina tritiată H. Concentrația soluţiei de timidină tritiată 
poate fi u C/ml. Durata tratamentului este de 15—30 minute. 
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După tratament se recoltează radicele, din oră în oră, cel puţin 
24 ore şi se prelucrează după metoda Feulgen. Se fac preparate de tip 
squash. Autoradiografiile se efeotucază la întuncric şi se folosesc filme 
sau cmulsie specială. Pentru impresionarea filmului sau emulsiei, mate- 
rialul se păstrează 3—4 săptămîni la întuneric, la temperatura de 
2—4*C. Pentru acumularea unui număr mare de metafaze în țesutul 
meristematic înainte de fixare se poate efectua un prețratament cu- 
colchicină 0,01%/,, timp de o oră. 

În preparatele microscopice se urmăreşte momentul apariţiei celu- 
lelor marcate. Primele mitoze în care cromozomii sînt marcați cu timi- 
dină tritiată sînt localizați în celulele care în momentul marcării cu 3H se 
aflau la sfîrsitul perioudei de sinteză a ADN. Perioada de sinteză a 
ADN(S) cuprinde timpul din momentul apariţiei primelor mitoze marcate 
pînă în momentul creșterii procentului de mitoze nemarcate. 

Perioada postsintetică G, este considerată intervalul de timp de la 
administrarea °H pînă la marcarea a 50%, din celulele în diviziune. 
Treptat procentul metafazelor marcate va crește pînă la un punct, după 
care va începe să scadă. Încheind tot ciclul, celulele se divid din nou. 
Perioada de timp între două maxime ale mitozelor marcate corespunde 
cu durata ciclului mitotic (T). 


11. TEHNICI DE INDUCERE ȘI IDENTIFICARE 
A POLIPLOIZILOR 


11.1. INTRODUCERE 


Cercetările efectuate în ultimul timp au demonstrat rolul important 
al poliploidiei (autoploidiei, aneuploidiei și amfidiploidiei) în procesul 
de speciație, de evoluție a vieţuitoarelor determinind un proces de recom- 
binare genetică si respectiv un transfer de gene de la o .specie la alta. 
Cu mici excepţii, poliploidia este răspîndită în tot regnul vegetal. Astfel, 
G. L. Stebbins (1950), pe baza cercotărilor întreprinse, afirmă că 
circa 350% din totalul speciilor de plante existente în natură sînt poli- 
ploide. La Angiosperme, acest procent ceste mai mare și reprezintă 
30—350/, faţă de cel al gimnospermelor, care este de numai 4,6%/. 
Dintre gimnosperme sînt cunoscuţi ca fiind poliploizi reprezentanţii din 
familiile : Pinaceae, Taxodiaceae, Cupressacea etc. La angiosperme frec- 
venta poliploidiei este mult mai înaltă, în special Ja familiile: Grami- 
neae, Polygonaceae, Grassulaceac, Rosaceae Valvaceae, Iridiaceae, la care 
există numeroase specii și genuri poliploide, care uneori alcătuiesc scrii 
poliploide. Poliploidia estie foarte răspîndită în special în regiunile cu 
climat mai aspru : regiuni nordice. montane, deșerturi. Un procent ridicat 
de specii poliploide se întilnește în flora Saharei, în regiunile de țărm 
ale Japonici, unde sc întîlnesc variații mari de temperatură, în regiunile 
sărăturoase etc. 

Fste interesant de remarcat că procentul de apariție al autopoli- 
ploidiei este mai intens la plantele cultivate, deoarece acestea sînt puse 
în condiţii foarte variate de mediu, fapt care măreste posibilitatea de 
apariție a plantelor poliploide. De exemplu. în Pamir datorită condiţiilor 
aspre de climă, în care este cultivat cartoful, au apărut numeroase forme 
noi polinloide (A. Baranov și S. H. Bukasov, 1954). Din 
specia Solanum vallis mexzici a apărut o formă hexaploidă care a fost 
denumită Solanum vallis mezici poliploideum (R. IL. Perlova, 1944). 
S-au obţinut de asemenea fonme poliploide la speciile Solanum tenuifi- 
lamentum, Solanum maminillife:um, Solanum cuencanum. 

La narcise pînă la anul 1885 erau cunoscute numai forme diploide 
(2n — 24), cu flori mià. Acestea au fost apoi îniocuite cu forme tri- 
ploide (2n—26) cu flori mai mari; iar la sfîrşitul secolului XIX au 
apărut forme tetraploide (2n = 48), ce formează flori mult mai Îmari 
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(Narcisus poeticus, Narcisus pseudonarcisus). La lalele se cultivă de 
circa 4 secole forme triploide, cu flori mult mai mari decît a celor di- 
ploide și mai intens colorate. 

Încă de multă vreme au fost selecționate de om si i aloe în 
cultură, datorită calităţilor lor deosebite, forme poliploide de plante, 
apărute în mod natural (G. L. Stebbins, 1950): cartorul (Solanum 
tuberosum 2n = 48); lucerna (Medicago sativa, 2n =32) ; cartoful dulce 
(Ipomoea batatus, 2n==90), Alunele de pămînt (Arachis hypogea, 
2n = 40) ; arborele de cafea (Coffea arabica, 2n = 22, 44, 66, 88). 

O. Winge (1917) şi A. Müntzing (1930) studiind modul de 
apariție a unor specii au emis ipoteza că multe specii au apărut prin- 
tr-un proces complex de hibridare interspecifică şi poliploidie. Astfel, 
între speciile de plante cultivate, o parte însemnată sînt la origine 
alloploizi (G. L. Stebbins, 1950): tutunul (Nicotiana tabacum, 
2n = 48); bumbacul (Gossypium hirsutum, 2n = 52), griul comun (Tri- 
tiucm aestivum, 2n = 42), ovăzul (Avena sativa, 2n = 42), trestia de 
zahăr (Saccharum officinarum, 2n — 80), prunul (Prunus species, 2n=16, 
24, 32, 48), murul (Rubus loganobaccus, 2n = 42), fragul (Fragaria gran- 
diflora, 2n — 56) etc. Această ipoteză a fost confirmată experimental, 
dovedindu-se că multe specii cultivate sînt la origine amfidiploide, putînd 
fi resintetizate artificial prin încrucișarea genitorilor. A 

În cultură sînt cunoscute de asemenea citeva forme triploide care 
formează fructe comestibile, practic fără scminţe și de calitate supe- 
rioară, cum sînt: bananierul (Musa sapientium, 3n = 75), vița de vie 
{Vitis vinijera 3n = 57), dudul (Morus alba, 3n = 42) etc. Aceste forme 
triploide au apărut pe cale naturală și au fost selectionate de om pentru 
calitățile lor. La plop au apărut forme triploide (3n == 57) care se carec- 
terizează printr-o creştere luxuriantă şi rapidă, datorită fenomenului de 
heterozis și care au început să fie extinse în cultură. 

Pe baza studiilor întreprinse pentru descifrarea cauzelor naturale 
care proovacă poliploidia la plante, în ultimele decenii au fost elaborate 
diferite metode de obținere a ploiploizilor pe cale artificială. Printre 
aceste metode amintim : 

— metoda  centrifugării (D. Kostoff 1937),  regeneraţiei 
(H. Winkler, 1916 şi C. A. Joergensen, 1928), socurile de 
temperatură (L. F. Randolph, 1932), poliembrioniei (A. Münt- 
zing, 1958), iradierii cu radiații ionizante, metoda tratării cu substante 
chimice. Descoperirea în 1937 de către A. F. Blakeleec și A. G. 
Avery a efectului poliplcidizant al colchicinci asupra plantelor a 
deschis noi perspective de obţinere experimentală a poliploizilor. 

Datorită faptului că plantele poliploide posedă caractere și însuşiri 
valoroase, cu importanță practică, în ultima vreme au fost create nume- 
roase soiuri şi linii poliploide la diferite plante de cultură. În primul 
rînd subliniem faptul că cercetările întreprinse au evidentiat faptul 
că anumite tipuri de plante se pretează mai bine pentru poliploidizare 
și anume : 

— plantele care prez.ntă în mod natural un număr relativ redus 
de cromozomi ; 

— plantele alogame pot fi mai ușor poliploidizate decît cele auto- 
game, datorită gradului mai mare al hcterozigoţiei ; 
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— plantele cultivate pentru organele lor vegetative : frunze, rădă- 
cini, tulpini, flori, dau mai bune rezultatele prin poliploidizare decît cele 
cultivate pentru seminţe. 

Studiile întreprinse pentru obținerea artificială a poliploizilor au 
arătat că plantele cu acelaşi număr de cromozomi reacționează diferit 
la poliploidizare. De examplu, plantele cu o structură celulară inferioară 
reacţionează mai puternic la poliploidizare decît cele cu o structură 
complicată (L. M. Tobler, 1960). La inul de ulei de exemplu, poli- 
ploidia ieste corelată cu înălțimea plantelor, în timp ce la inul de fuior 
această creștere este ncînsemnată sau lipsește, în schimb crește greu- 
tatea seminţelor, lucru ce nu se întîlneşte la inul de ulei. Această reacţie 
deosebită se datoreşte faptului că inul de ulei ce provine din Orientul 
mijlociu, datorită selecţiei naturale și artificiale, s-a adaptat la o tul- 
pină scurtă, neacumulîndu-se genele pentru lujerul lung. În cazul inului 
de fuior chiar la nivelul diploidiei s-au acumulat genele favorabile lun- 
gimii lujerului, iar dublarea numărului de cromozomi, ce se realizează 
prin poliploidizare, are o influenţă mică asupra lungimii lujerului. 
Aceeași influență se întilnește şi în cazul dimensiunilor seminţelor. Ca 
rezultat al selecţiei, plantele originale din Orient şi-au menținut genele 
favorabile, în timp ce la cele din nord nu s-au acumulat aceste gene. 
Reacţia la poliploidie este inversă în cazul relaţiei înălțimea plantei- 
greutatea seminţei. Reacții diferite la poliploidie se întilnesc şi la alte 
specii : Ribes nigrum (Vaarama A., 1912), tomate (Bohn G. W, 
Nilson F., 1939). 

În transformarea plantelor sălbatice în plante cultivate, o etapă 
hotărîtoare o reprezintă creşterea volumului celulei, indiferent dacă este 
determinată de o genă sau de dublarea numărului de cromozomi, ori de 
creșterea volumului cromozomilor. Schwanitz F. (1951), presu- 
pune că poliploizii naturali provin de la formele primitive cu o struc- 
tură celulară simplă care încă nu au ajuns la un volum optim, în timp 
ce majoritatea poliploizilor obținuți experimental derivă de la forme 
care deja au atins un volum optim al celulei (H. Douwes, 1946: 
Geitlor, 1940; Michaelis P. 1949; Schwanitz F., 1940) 
influentînd nefavorabil fertilitatea plantelor. Spre exemplu, L. pimpi- 
nellifolium şi L. raccemiflorum, specii tetraploide sălbatice, formează 
fructe mari şi multe seminte în timp ce L. aesculentum, tetraploid arti- 
ficial, prezintă un înalt grad de sterilitate (Shimanura T., 1938; 
Quadt F., 1949). 

Din aceste considerente se apreciază că formele sălbatice şi cele 
recent introduse în cultură, cu structură celulară simplă constituie un 
material favorabil pentru inducerea artificială a poliploidiei, decît for- 


mele vechi, cultivate la care fenomenul de gigantism a atins deja expre- 
sia maximă. 


11.2. TEHNICI DE INDUCERE A POLIPLOIDIEI 


Cele mai bune rezultate în inducerea experimentală a poliploidiei 
s-au obținut prin tratarea semintelor, mugurilor, inflorescențelor sau 
plantulelor cu colchicină. 
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Colchicina (Co>Ha23 NOg) este un alcaloid care se găsește în natură, 
în bulbii de brînduşă de toamnă (Colchicum autumnale 2n -= 38) din 
care s-a cxtras, în scopuri medicale, din cele mai vecsi timpuri. În pre- 
zent datorită folosirii colchicinei pe scară largă în biologie, agricultură, 
medicină, iar extragerea din brinduşa de toamnă este costisitoare, fiind 
în cantitate redusă (0,5%/ în bulbi, 0,5—1% în semințe, 0,805—0,810% 
în flori), se obţine pe cale sintetică. Deoarece colchicina, care este o 
substanţă foarte solubilă în apă, se degradează la lumină şi căldură, se 
recomandă să se pregătească în cantități reduse și să fie păstrată în 
sticle colorate şi la frigider. 

Colchicina fiind o substanţă toxică (din punct de vedere chimic 
este un derivat aminat şi metaxilat al fenantrenului), provoacă o hiper- 
trofie a tesutului tratat şi care ceste cu atit mai puternică cu cît în 
țesutul respectiv se găsesc mai multe celule în diviziune. Aceasta se 
datorește faptului că acţiunea toxică a colchicinci se exercită în special 
asupra fusului nuclear. Datorită acestei acțiuni diviziunea celulară capătă 
un aspect caracteristic denumit C-mitoză și respectiv C-meioză. 

Acţiunea nocivă a colchicinei se cxercită asupra structurii microsco- 
pice şi submicroscopice a fibrelor fusului nuclear provocînd o dezorga- 
nizare a acestora şi o inhibare a formării fusului de diviziune celulară. 
Citoplasma devine mai fluidă, iar cromozomii se contractă și se împrăştie 
în întreaga celulă, fără a mai forma placa ecuatorială, avînd de-a face 
cu o pseudometajază. Braţele cromatidelor fiecărui! cromozom capătă 
aspectul literei X, rămîniînd prinse în regiunea centromerului. Urmează 
separarea cromozomilor şi în regiunea centromerului şi se dispun paralel, 
sub fomna unei perechi de schiuri (A. Levan, 1938). Procesul de 
diferențiere a cromozomilor continuă, astfel că cele două cromatide ale 
fiecărui cromozom devin cromozomi independenți iar în urma desfăşu- 
rării pseudoanafazei și pseudotelofazei, sc formează nucleul de resti- 
tuţie, în interiorul celulei iniţiale. În constituţia acestui nucleu de resti- 
tuţie intră astfel un număr dublu de cromozomi faţă de celula supusă 
acţiunii colchicinei, luînd naştere o celulă tetrapoidă. 

Pentru obţinerea plantelor poliploide cu ajutorul colchicinei se 
folosesc diferite metode de tratament, ce se stabilesc în funcție de 
specie, stadiu de creştere al plantei în care sc efectuează tratamentul, 
concentraţia colchicinci. 

Astfel se pot trata seminţe negorminate, seminţe germinate, plan- 
tule tinere, muguri, ramuri, inflorescențe. Tratamentul se efectuează 
prin imersionarea semințelor, a vîrfului de creștere sau a inflorescenței 
în soluție apoasă de colchicină, depunerea soluţiei de colchicină.- pe vîrful 
de creștere, prin piretare, timp de mai multe ore sau chiar zile ete. 
Pentru a împiedica evaporarea solutiei de colchicină şi deci pentru a 
prelungi timpul de acţiune asupra celulelor, în soluţia apoasă se adaugă 
o mică cantitate de agar-agar, glicerină sau soluția de colchicină se 
depune pe un tampon de vată ce se plasează pe vîrful de creştere al 
plantei. 

Pe baza observaţiilor efectuate cu privire la durata ciclului mitotic 
se recomandă ca tratamentul să fie efectuat dimineaţa între orele 7— 


8,30 sau seara între orele 20,00—20,30 cînd se înregistrează o frecvență 
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mărită a diviziunilor celulare şi în același timp intensificarea evaporării 
este mai redusă. 

Materialul biologic supus tratamentului reacţionează diferit la actiu- 
nea colchicinei. O parte din plantele tratate mor datorită acțiunii toxice 
a colchicinei, o altă parte reacționează parţial, devenind mixoploide, ce 
prezintă ţesuturi formate din celule diploide şi celule tetraploide, în 
proporţii diferite, un număr relativ redus de plante tratate cu colchi- 
cină devine tetraploide. 

Datorită calităţilor și însușriilor valoroase pe care le prezintă plan- 
tele poliploide, în ultima vreme au fost create pe cale experimentală 
numeroase soiuri şi linii poliploide, la diferite plante de cultură. 

CEREALE. Secale cereale (secară); Triticum sp. (griul), Hordeum 
vulgare (orzul), Oryza sativa (orezul) ; Zea mays (porumbul) etc. 

LEGUME. Raphanus sativus (ridichi de lună); Spinacea oleracea 
(spanacul) ; Solanum esculentum (roşiile) ; Brassica rapa rapifera (rapița) ; 
Citrullus vulgaris (pepenle verde) Cicer arietinum (năutul); Frago- 
pyrum esculentum (hrişca) etc. 

PLANTE ORNAMENTALE : Ageratum mexicanum, Chrisanthenum 
coronarium (crizantema), Lilium grandiflorum (crinul); Antirrhinum 
majus (gura leului) etc. 

PLANTE FURAJERE : Medicago sativa (lucerna); Trifolium pra- 
tense (trifoiul) ; Dactylis glomerata. (golomăţul) ; Lolium perene (raigras 
englezesc), Beta vulgaris ssp. oltişsima (sfecla de zahăr), Beta vulgaris 
{sfecla furajeră). 

PLANTE INDUSTRIALE ȘI MEDICINALE : Linum usitatissimum 
(inul), Gossypium hirsutum (bumbacul), Nicotiana tabacum (tutunul), 
N. rustica (tutun), Datura stramonium (ciumăfaia), Mentha piperita 
(isma). 

ARBORI ȘI ARBUȘTI FRUCTIFERI: Morus alba (dudul), Pirus 
domestica (mărul) etc. 

Prezentăm orientativ o seric de metode de tratament cu colchicină 
pentru obtinerea plantelor polivloide, la principalele plante de cultură 
ce au fost introduse deja în cultură sau care vrezintă interes pentru 
folosirea poliploidiei în ameliorarea lor. 


CEREALE. 

Secale cereale (secara) 2n = 14). Cele mai bune rezultate 
s-au obținut prin folosirea metodei preconizată de D. E. Bremer- 
Reinders şi G. Bremer (1952). Semințele germinate pe hîrtie 
de filtru, în vase Petri, sînt imersionate în solutie de colchicină 0,2% 
timp de 2 ore. Elliot C. și M. Bragd6 (1955) au folosit urmă- 
toarea metodă. Semințele au fost puse la germina pe hirtie de filtru 
sau în ghivece cu nisip. După germinare, cînd coleoptilele au 0,5—1 cm 
se scufundă în soluţie de colchicină 0,250/, timp de 30 minute. Pentru 
aceasta plantele se introduc cu coleoptilele în soluția de colchicină ce 
se găsește într-un vas sau capsulă de cîntărire, iar radizelele se fixează 
în sus, fiind introduse prin ochiurile urui carton ce se sprijină pe mar- 
ginile vasului cu colchicină. Pentru a împiedica uscarea radicelelor, 
acestea sc acoperă cu vată îmbibată cu apă sau hîrtie de filtru umedă. 

Prin imersionarea în solutie apoasă de colchicină 0,10/, timp de 
3 orc, a 1400 semințe germinate Alex. Constantinescu -Mi- 
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năilescu (1969) au obținut 6 plante tetraploide şi 2 plante mixo- 
ploide. 

Triticum Sp. (grîul) 2n == 14. Pentru obţinerea formelor poliploide, 
în special la speciile diploide (T. monoccocum) se pot folosi acelcașşi 
metode ce au fost prezentate peniru Secale cereale. E. Dorsey 
` (1939), a iratat semințe germinate prin imersionarea acestora într-o 
solutie de colchicină 0,25% timp de 30 minute. 

Hordeum vulgare (orzul) 2n = 14. Semințele se pun la germinat pe 
hîrtie de filtru în vase Petri. După germinare, cînd coleoptilul are 
1—3 mm, se îmersionează în soluție de colchi“ină în concentraţie de 
0.1—0,307p, un timp ce variază de ia 39 minute —- 48 ore. Această 
metodă se folosește și pentru obinierea poliploizilor de Hordeum vul- 
gave. Prin utilizarea acestei metode A. Constantinescu-Mi- 
hăilescu, din 156 semințe germinate ce au supravietuit tratamen- 
tului, au obținut 12 plante autototraploide și. mixaploide, ce prezintă 
pe acecași tulă fraţi diploizi şi tellraploizi. 

Avena brevis (ovăzul) 2n = 14. Sc:nintele germinate cu coleotipul 
de 3—6 mm se imersionează în soluție apoasă de colchicină 0,25% timp 
de 30 minute. x; 

Oryza sativa (orezul) 2n = 24. Semințele de orez se pun la germinat 
pe hîrtie de filtru în vase Pctri avînd asigurate condiţiile de tempera- 
tură, umiditate şi lumină cerute de agrotehnica acestei plante. După 
germinare semințele se imersionează în soluței de colchicină 0,20/ timp 
de 6—-12 ore. 

Zea mays (porumbul) 2n = 20. Primele încercări de obținere expe- 
rimentală a poliploizilor la porumb au fost cfectuate de L. Randolph 
(1932) prin metoda şocurilor de temmeratură. Se izolează inflorescențe 
femele și mascule şi după efectuarea polenizării, plantele se ţin la o 
tomperatură de 43—45‘, pentru 24 ore. 'femperatura acționează asupra 
primelor diviziuni mitotice, determinînd apariţia plantelor poliploide. 

` P., Diaconu și S. Cîrstea (1967) au obținut plante tetra- 
ploide prin metoda decapitării colcoptilului sau prin imersionarea coleop- 
tilului în soluţie de colchicină. 

Y. Sumnîi (1965) a tratat semințe îmbibate cu apă, cu soluţie 
de colchicină 0,2%, timp de 18—24 ore. Rezultate superioare s-au obținut 
prin secţionarea coleoptilului și tamponarea secțiunii cu vată îmbibată 
cu soluţie de colchicină 0,1—0,20%/0. 

Rezultate interesante au obținut M. N. Nvatova (197), B. F. 
ludin și D. F. Petrov şi colab. (1967). 


Metode pentru obţinerea amfidiploizilor de tip triticale. Semințele 
hibride (Fo) obţinute prin încrucișarea diferitelor specii sau plante hi- 
bride din F, se tratează cu colchicină, pentru dublarea numărului de 
cromozomi şi. refacerea astfel a fartilitătii plantelor ce lipsetșe la hibrizi. 
Metodele de tratament cu colchicină sînt asemănătoare cu cele ce se 
folosesc pentru obţinerea plantelor autotetraploide. 

— Semințele hibride obţinute din încrucişarea diferitelor specii 
de Triticum şi Secale cereale, se însămînțează în cîmpul de experiente. 
În perioada de înfrățire se sectionează 1—2 fraţi, iar secţiunea se intro- 
duce într-o eprubetă cu soluție de colchicină 0,2—0,3% timp de 24— 
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72 ore. Soluţia de colchicină difuzează în întreaga plantă, deţerminînd 
dublarea numărului de cromozomi (Metoda G. Bell, 1950). 

— Semințele hibride din Fo se pun la germinat pe hirtie de filtru 
sau în ghivece cu nisip. După germinare, coleoptilul este imersionat în 
colchicină, soluție 0,05%/, timp de 24—72 ore sau în soluţie apoasă de 
colchicină 0,25%/ timp de 30 minute. 

Metoda Sears. Tratamentul se efectuează în perioada de înfrățire, : 
prin tamponarea nodului de înfrățire cu vată îmbibată în soluție de 
colchicină 0,50/ timp de 5 zile, sau prin introducerea vîrfului de creştere 
în soluţie de colchicină 0,30%/, timp de 72 ore. 


Metoda Jebrak. Semințele hibride din Fo se scufundă într-o ‘soluție 
de colchicină 0,107, timp de 24 ore. Prin încrucișarea diferitelor specii 
de Triticum (T. aestivum, T. Timopheevi, T. durum) şi tratarea semin- 
telor hibride din Fo, Jebrak a obținut numeroși amfidiploizi, mărind 
astfel scria poliploidă a grîului prin obținerea unor forme octoploide 
şi decaploide. 

— Semințele germinate, cu coleotipul de cca. 10—15 mm se imer- 
sionează în soluței de colchicină 0,20% timp de 5—50 minute (F. Petö 
şi G. A. Young, 1942). 


— Plantele hibride, înainte de înfrățire se secționează de la supra- 
fața solului și se acoperă cu o capsulă de gelatină umplută cu o soluție 
de colchicină 0,1—0,40/,. Se foloseşte pentru obținerea 'amfidiploizilor la 
Triticum și Agropyrum. 

Carderony şi Saigne (1966) au obținut 19 forme noi de 
triticale prin aplicarea pe coleoptil a unui tampon de vată îmbibat în 
solutie de colchicină 0,40% timp de 48 ore. Astfel, din 93 de plantule , 
tratate, 31 au dat în descendență amfidiploizi. 

Pentru obținerea unor rezultate pozitive în acțiunea de producere 
a unor amfidiploizi de tip triticale, A. Müntzing (19511) reco- 
mandă realizarea următoarelor etape : 


— încrucișarea între plante hibride din F, ṣi selecția amfidibploizilor 
în generaiiile următoare ; 

— tratarea cu colchicină a hibrizilor din F4, urmată de încrucișarea 
amfidiploizilor obținuti ; 

— rctroîncrucișarea între plantele de Triticale şi T. aestivum, pen- 
tru a se obține amfidiploizi cu pronunţate caractere de grîu; 

R — polenizarea plantelor hibride din F, cu polen de triticale peniru 
a obţine tipuri noi de amfidiploizi. 

Pentru obținerea amfidiploizilor din genul Cucurbita, O. N. Pear- 
son, R. Hopp și G. V. Bohn (1951) au elaborat următoarea 
inctodă : seminţele hibride ce se obţin prin încrucișarea diferitelor speci. 
din genul Cucurbita sînt puse la germinat, mai întîi la întuneric pentru 
creşterea hipocotilului, iar apoi sint trecute la lumină timp de 2 zile, 
pentru obţinerea plantulelor cu cotiledoanele desfăcute. 

Plantele în stare cotiledonară sînt imersionate cu virful de creştere 
în soluţie de colchicină 0,4%, timp de 48 orce. 
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LEGUME 


Raphanus sativus (ridichi de lună) 2n == 18. Semințele se însămîn- 
țează direct în cimp. Se tratează plantele în stare cotiledonară, prin 
pipetare pe virful de creştere a unei picături de soluţie apoasă de col- 
chicină 1%/ timp de 3 zile, de 2 ori pe zi, în soluţia de colchicină s-a 
adăugat agar-agar 0,3% (Constanța Popescu, 1969). Tabelul 
nr. 17. 


Tabelul nr. 17 
Rezultatele tratamentului cu colchicina a plantelor  dipoide (C. Popescu, 1969) 


Plante 4n 
Soiul Plante Plante ce au 
tratate supravieţuit nr. 2/4 
Roșie cu vîrful alb 119 45 13 28,9 
Albă rotundă 140 50 22 44,0 


Capsicum annuum (ardeiul) 2n = 24. 


___Se tratează virful de creștere cu soluţie apoasă de colchicină 0,5 
şi 0,90%. Prin acest procedeu, din 70 plante tratate au rezultat 2 plante 
autotetraploide. . 


Liuba Kisimova (1969) a tratat vîrful de creştere cu o soluţie 
de colchicină 0,20/,. Tratamentul a fost repetat de 5 ori pe zi, timp de 
6 zile consecutiv. . 

__ Citrullus vulgaris (pepenele verde) (I. Anghel 1963, după 
H. Kihara). 

Plantele tetraploide (4n =44) se obțin prin tratarea cu soluții apoase 
de colchicină în concentrație de 0.40/ a unor plante tinere diploide 
(2n = 22), în stare cotiledonară. Pe baza observaţiilor efectuate în peri- 
oada 1963—1967 cu privire la intensitatea diviziunii celulare din țesutul 
meristematic se recomandă ca tratamentul cu colchicină să se efectueze 
între orele 7,30—8,30. 

Semințele diploide se seamănă în ghivece nutritive, confecționate cu 
ajutorul mașinii, din pămînt, mraniţă şi nisip, sau tăiate din pămînt de 
țelină. Se pot folosi de asemenea ghivece din cartor, placaj sau pămînt 
ars, umplute cu un amestec în care intră pămînt de grădină, mraniţă 
sau turbă şi nisip. Pentru a avea condiții optime de temperatură, umi- 
ditate și aerisire necesare în perioada de germinare a semințelor, ghi- 
vecele sînt ţinute în sere sau în răsadnițe încălzite natural sau arti- 
ficial (cu abur sau curent electric). Tratamentul cu colchicină se efec- 
tuează imediat ce semințele au germinat şi durează 4—6 zile pentru 
fiecare plantă. Tratamentul se efectuează prin pieptare în fiecare 7i la 
acceaşi oră şi cu aceeași cantitate de soluţie pentru fiecare plantă. 

Pentru ca soluţia de colchicină să se menţină mai mult timp pe 
vîrful de creștere şi deci să exercite o mai mare acţiune asupra plan- 
tulei, se recomandă ca în momentul în care se pregătește soluția de 
colchicină să se adauge puțin agar-agar, pentru a împiedica scurgerea 
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de pe virful de creştere sau o rapidă evaporare. De asemenea pentru a 
împiedica sau micşora intensitatea ,evaporărării soluţiei apoase, după 
tratament, plantele se acoperă cu tocuri de geam şi rogojini (Tabelul 
nr. 18). 

Aceeaşi metodă se foloseşte pentru obţinerea plantelor poliploide 
la pepenele galben (Cucumis melo). 

Cicer arietinum (năutul) 2n == 14. Se tratează semintele prin imer- 
sionarea lor în soluţia de cilchicină 0,250/ timp de 30 minute (S. Ra- 
manujan şi A. Joshi, 1943). 

Lactuca sativa (salata) 2n = 18. 

Semințele se imersioncază în apă timp de 24 ore, după care sînt 
transferate în soluţie apoasă de colchicină 0,5—0,10/ pentru 24 ore 
(M. Bragd6, 1955). 

Spinacia oleracea (spanac) 2n == 12. 

Seminicle se păstrează în apă timp de 24 ore. După îmbibarea cu 
apă, semințele se imersionează intr-o soluţie de colchicină 0,10 pen- 
tru 18 ore sau 0,20%, timp de 24 ore. Se recomandă să se lucreze cu 
atentie pentru a nu fi atinse cu colchicină radicelele (M. Bradg5). 

Fagopyrum esculentum (hrisca) 2n = 16. 

Se tratează plantulele tinere prin imersionarea vîrfului de creştere 
în soluţie de colchicină 0,3—0,40%/, timp de 2 ore. 


PLANTE FURAJERE 


Trifolium pratense (trifoiul) 2n = 12. Pentru obținerea formelor 
tetraploide de trifoi se folosesc soluţii apoase de colchicină în diferite 
concentraţii 0,1; 0,15 9,2; 0,25; 0,3% (Levan, 1940; Welsen, 
1950; J. Brewbakcer, 1952; Bragd6, 1954; De Rao, 1955; 
Speckmann 1958). Se utilizează diferite procedee : 

— Semințele se pun la germinat pe hîrtie de filtru. După germi- 
nare, plantulele sînt scufundate cu vîrful de creştere în soluție de col- 
chicină, timp de 1, 2, 3 ore. Se recomandă să se evite scufundarea rădă- 
cinilor în colchicină, care fiind mai sensibile se necrozează. Pentru a 
evita uscarea rădăcinilor se acoperă cu o hirtie de filtru sau vată, îmbi- 
bate cu apă. În laboratorul de genctică vegetală a facultăţii de biologie 
a Universităţii din București s-au experimentat următoarele metode : 

— Semințele se pun la germinat pe hîrtie de filtru. Imediat după 
germinare, seminţele se imersionează în soluţie de colchicină cvitînd 
scufundarea radicelelor. 

— Semințele se imersionează în apă timp de 6, 12, 24 ore, după 
care sînt supuse înfluenței colchicinei, prin imersionare sau infiltraţie 
prin vacuum. 

— Semințele se însămînțează în lădiţe de pămînt. După încolţire, 
se tratează vîrful de creştere, prin depunerea unei picături de colchicină 
în concentraţie de 0,20/, timp de 3 zile, de trei ori pe zi sau concen- 
trația 0,10/, timp de 6 zile. 

Se recomandă să se trateze un număr mare de semințe sau plan- 
tulc, deoarece procentul plantelor tetraploide ce rezultă este foarte 
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redus. Aceleaşi procedee se folosesc pentru obţinerea plantelor autotetra- 
ploide la Trifolium hybridum, T. repens, T. incarnatum, T. resupinatum. 

C. Pamfil şi colab. (1969) au folosit mai multe metode de tra- 
tament pentru obținerea formelor poliploide de trifoi. S-au folosit soluţii 
apoase de colchicină de 0,10%, 0,15%, 0,20%, 0,250% şi 0,300%/0. Concen- 
trația 0,30/⁄ a provocat moartea în masă a materialului tratat. (Tabelul 
Rr. 19). 

Din tabelul de mai sus reiese că rezultatele cele mai bune s-au 
obținut prin tratarea semintelor îmbibate în apă 24 ore şi supuse infil- 
traţiei prin vacuum, de 3 ori timp de 5 minute. 

Lolium perene 2n = 14. Se tratează semințele germinate sau neger- 
minate, prin imersionarea în soluţie apoasă de colchicină 0,20/, timp de 
3 ore. Tratamentul se efectuează la temperatura de 25°C (Alhoowa- 
lia, 1966). 

Medicago sativa (lucerna) 2n == 32. Semințele se pun la germinat 
pe hîrtie de filtru. După germinare, plantele tinere se introduc cu vir- 
ful de creştere în soluţie de colchicină 0,2%/, timp de 1—2 ore. Se reco- 
mandă să se evite scufundarea radicelelor pentru a nu se necroza. După 
transplantarea în cîmp se continuă tratarea încă 2 zile, prin pipetarea 
unei picături de colchicină pè virful de creştere (Evans, 1955). 


PLANTE INDUSTRIALE ȘI MEDICINALE 


Beta vulgaris (sfecla de zahăr) 2n = 18. Pentru obţinerea plantelor 
autotetraploide s-au elaborat mai multe metode de tratament cu col- 
chicină. 

Metoda Rosen, Semințele se înrămînțează în ghivece sau vase de 
vegetaţie. După răsârire, plantele se supun unui şoc de temperatură 
(25—27"C), timp de 30—60 minute, pentru a mări frecvenţa diviziunilor 
celulare din virful de creştere. Înainte de 24 ore de efectuarea tra- 
tamentului, plantele nu se mai udă. Tratamentul constă în stropirea 
plantulelor cu o soluție apoasă de colchicină 0,40/ folosindu-se cca. 
35 cem? soluţie la un ghiveci cu diametrul de cca. 7 cm. Prin aceasti: 
metodă s-a obţinut un procent ridicat de plante autotetraploide (80—900/). 

Folosind această metodă H. Feltz (1953) a obţinut 14 plante auto- 
totraploide. 

Z. Stănescu (1969) a utilizat mai multe metode pentru obținerea 
plantelor poliploide. 

— Semințele germinate sînt imersionate în soluţie de colchicină 
0.050/, timp de 6 ore sau 0,10/, pentru 4 ore. 

— Se tratează virful de creştere prin depunerea unui tampon de 
vată îmbinat cu soluție de colchicină 0,25%, timp de 20 zile. , 

— Tratarea virfului de creştere cu colchicină 10/ prin depunerea 
unei picături de colchicină timp de 9—15 zile. i 

Helen Savitsky (1965) descrie un numár mare de metode 
pentru obţincrea plantelor autotetraploide, utilizate de diferiți autori. 

F. Schwanitz (1938) a folosit o soluție de colchicină 0,5%, iar 
tratamentul l-a efectuat prin pulverizarea inflorescențelor. 

J. Rasmusson și A. Levan (1939) au tratat semințe germinate 
prin imersionarea lor în soluție de colchicină 10/ọ. Din 84 plante stu- 
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diate 3 au fost autotetraploide. Folosind această metodă Ernoulăd a 
obţinut 2 plante autotetraploide din 91 de plante studiate. 

LynesF. şi C. Harris (1942) au reuşit să obţină un mare număr ` 
de plante autotetraploide din semințele rezultate, din florile tratate cu 
colchicină 0,2%. 

A. Schlösser (1940) a imersionat ramuri în colchicină 0,4%/ 
timp de 24 ore sau mai mult. 80/, din plantele tratate au dat descendenți 
totraploizi. De asemenea a imersionat semințe în apă timp de 3 zile si 
apoi au fost transferate în soluţie de colchicină 0,40/, pentru 3 zile. 

Abegg A. (1940) a tratat plantule, prin pipetare, pe virful de 
creș.cre, a unci picături de colchicină 0,20/, sau 0,4%/, timp de 4 sau 8 zile. 

Din 94 plante tratate, 45 prezentau ramuri cu un număr variabil de 
flori cu polen diploid. De asemenea a imersionat seminţe în soluție de 
colchicină 0,40/ timp de 8 ore, 1, 2, 3 zile. 

S. Matsumura şi Kjamashita (1941)au obţinut rezultate 
bune prin pipetarea viîrfului de creştere, cu colchicină, în concentraţie 
de 0,2 si 0.40/9. ` 

Scdlmayr K. (1955) şi A. Varga (1961) au tratat plantule în 
stare coltiledonară, prin aplicarea pe vîrful de creștere a unei picături 
de colchicină 0,2 sau 0,10/. 

Artschwayer E. (1940) a tratat seminţe uscate cu colchicină 
0,5%, timp de 8 ore sau mai mult, sau semințele au fost păstrate în apă 
24 ore și apoi transferate în colchicină 0,50/, pentru 10 ore. Deşi un număr 
mare de plantule au murit, datorită concentraţiei și timpului de trata- 
ment, un însemnat număr de plante au devenit tetraploide. 

Petă H. şi Hill K. (1942) au tratat seminie uscate cu colchicină 
0,4074, timp de 48—96 ore. Pentru aceasta semințele au fost puse pe hîrtie 
de filtru îmbibată cu colchicină, în vase Petri. În Co plantele au fost 
selecționate după mărimea stomatelor şi a polenului, depistind un pro- 
cent ridicat de plante autotetraploide (750/). ; 

Ernould L. (1946) a scufundat semințe uscate în colchicină 0.2, 
0,4 şi 08 0 timp de 7 zile. De asemenea a imersionațt seminţe uscate 
în apă timp de 48 ore și transferate apoi în colchicină 0,2, 0,4 şi 0.889 
pentru 5 zile sau 3 zile în apă şi apoi 4 zile în colchicină. 

Knapp E. (1958) a tratat 285 seminte în stadiu de germinare, cu 
` colchicină 0,2%, timp de 2 şi 3 zile. Plantulele obținute au fost grupate 
în 3 grupe: 1 — 144 plantule au fost normale; 2 — 101 plantule au 
prezentat hipocotilul îngroșat, din care au rezultat 140%, plante cu ramuri 
tetraploide. Din 18 plante ce prezentau modificări mai accentuate 3304 
au format ramuri tetraploide. Toate aceste ramuri au dat în descendență 
80—900/ plante totraploide. 

Kloen D. şi Speckman G. (1654). Semințele au fost imersio- 
naic în apă timp de 2 ore după care au fost uscate în curent de aer cald 
(35°C). Apoi au fost ţinute în curent de apă pentru 2 ore. Semințele 
astie] pregătite au fost puse la germinat, la 28 C. După 1—2 zile, cînd 
marea majoritate a semințelor au germinat, s-a efectuat tratamentul cu 
o soluţie de colchicină 0,1%/, timp de 3 ore. Aproximativ 240/ din plan- 
te:e ce s-au dezvoltat din aceste semințe au fost tetraploide. 

Rosenthal Ch. (1959) a utilizat diferite metode de tratament 
şi a obținut următoarele rezultate. : 
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Prin tratarea plantelor din F4 s-au obținut 2,09/, plante tetraploide ; 
traterca rozetei a dat 3,770/, poliploizi, a coroanei 25,42%, a plantu- 
lelor 56,670/ iar prin tratarea seminţelor al rezultat 71,170/, poliploizi. 

Helen Savitsky (1952, 1954) a tratat plantule prin imersio- 
narcu vîrfului de creştere în soluție de colchicină. Cele mai bune rezul- 
tate au fost obținute prin folosirea concentraţiei de 0,3 şi 0,50%/, colchi- 
cină. Tratind plantulele în diferite stadii de dezvoltare a ajuns la con- 
cluzia că procentul plantelor tetraploide rezultate, creşte odată cu 
doscreșterea vîrstei plantulei. Astfel, prin tratarea plantulelor cu frun- 
zele deja apărute dintre cotiledoane cu colchicină 0,30% au rezultat 2,90/9 
plante tetraploide, plantulcle mai tinere cu frunzele în stadiu rudimentar 
au dat 29,40/, tetraploizi, plantule și mai tinere decit cele precedente au 
produs 400/ plante tetraploide, în timp ce prin tratarea seminţelor ger- 
minate s-au obținut 42,8% plante poliploide (tabelul 20). 


Tabelul nr. 20 
Rezultatele tratamentului cu colchicina (Helen Savitsky, 1966) 


Plantele tetrupioide nbtinute Plantele tetrapoide obţinute 


prin tratarea  s"*mintolor prin tratarea  semniţelor 
Concentrația Um» de 16 ore timp de 6 ore 
colchicinei — or — — % — 
— În '⁄% — i _ CERERA PERASA n 
&emințe Seminte Semințe Seminte 
see coea N O UEa e 3 re germinat’ e fac pt aa i aa germinate 
0,1 0 w e a e a | 0 (N a 
0,2 0 0 0 83,92 
0,3 0 8,34 33,33 28,64 
0,4 0 50,09 68,57 75,00 
0,5 | 41,67 69.70 79.00 58,34 
0,8 | 66,67 33,32 i 59,80 39,39 
Media | ago | æs9 | ae | a755 


Cităm după Z. Stănescu (1970) mai multe metode de tratament 
cu colchicină ce au Gat rezultate bune în obținerea plantelor poliploide. 

Glomerulele se seamănă în ghivece, vase de vegetație sau lădițe în 
care se găseşte turbâ. După răsărire se tratează virful de creștere prin 
depunerea unei picături de colchicină 10% între frunzele cotiledonar.. 
Tratamentul se repetă după 3 ore timp de 8—14 zile, folosindu-se o 
soluţie de colchicină 0,104. Prin folosirea acestei metode s-a obținut u» 
procent ridciat de plante poliploide (70—80). 

În timpul experienţelor se recomandă să se asigure o temperatură 
de 16—-20"C'şi o umiditate a solului de 70—800/.. Trebuiesc evitate razele 
directe ale soarelui și asigurat o lumină difuză (cca. 300 vaţi' m”) timp de 
14—15 ore. 


-- Glomerulele se seamănă în ghivece, la adincime de 1,5 cm. Cînd 
germenii încep să apară, ghivecele se introduc într-un frigider la +5 -—- 
+7°C timp de 8—10 ore, după care se readuce în seră sau răsadnite. 
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După 24 ore vasul se udă cu o soluție de colchicină 0,5%/, 60—80 cc. pen- 
tru fiecare vas. 

— Semințele se pun la germinat pe hîrtie de filtru, în vase Petri. 
În momentul în care germenii au radicela de 0,5 cm lungime, se intro- 
duc în soluţie de colchicină 0,1—0,20/ timp de 8—12 ore. Se obțin cca. 
10%% plante poliploide. N 


— Plantulele în stare cotiledonară se imersionează în soluție de 
colchicină 0,3—0,50⁄% timp de 6—12 ore,la temperatura de 25—27°C. 
Procentul de plante poliploide ce rezultă este redus. 

— Tratarea lăstarilor floriferi. Se rețin 2—3 lăstari viguroşi, cei- 
lalți se îndepărtează, în momentul în care lăstarii au 7—8 cm lungime. 
Pe virful de creştere se aplică cîte o picătură de colchicină 0,3%. Tra- 
tamentul continuă cîteva zile. Se poate de asemenea efectua tratamentui 
prin imersionarea lăstarilor floriferi într-o soluţie de colchicină 0,30/. 
Această metodă prezintă avantajul că permite obținerea formelor tetra- 
ploide în anul tratamentului. 

— Tratarea butaşilor. Capetele rădăcinilor scoase din siloz se cu- 
răță de resturile de frunze și se ung cu o soluţie de colchicină + agar 
1-—20/9. Rădăcinile se plantează în ghivece şi se continuă tratamentul 
6—12 ore.. 

Aceste metode se pot folosi cu acelaşi rezultat pentru obţinerea 
foPmelor poliploide la sfecla furajeră. 


Linum usitatissimum (inul). Plantulele în stadi catiledonar se 
imersionează cu vîrful de creștere într-o soluție de colchicină 0,2—0,3%/ 
timp de 2 ore sau 0,050/, timp de 24—48 ore, la temperatura camerei 
(D. E. Bremer-Reindersşi G. Brem er, 1952). 


Van Kenon (1965) a obținut rezultate pozitive în obţinerea plan- 
telor poliploide la inul de fuior, prin tratarea semințelor în timpul 
germinației cu o soluție de colchicină 0,100/, sau a plantulelor în stare 
cotiledonară. 


Gossypium hirsutum (bumbacul) 2n = 52. Semințele se imersionează 
în apă timp de 24 ore, după care li se îndepărtează tegumentul şi se 
pun la germinat. După germinare se tratează virful de creştere prin imer- 
sionare în soluție de colchicină 0,3—0,5%/, timp de 6 ore (H. Douwes, 
1952). 

Nicotiana tabacum (tutunul) 2n == 48. S-au obținut forme tetraploide 
de tutun, prin tratarea semințelor cu soluții apoase de colchicină sau 
acenaften. Astfel Gh. Papaioannou (1960) a tratat semințele în 
timpul germinației, cu soluție apoasă de colchicină 0,10/, şi 0,50/ timp de 
24—48 ore. Prin tratarea semințelor timp de 48 ore cu o soluție de col- 
chicină 0,10/⁄ a obținut 9,10%% plante tetraploide, în timp ce prin folosirea 
colchicinei 0,50%/ timp de 24 ore a rezultat 31,30% de plante tetraploide. 

Se pot trata plantele în stare cotiledonară, prin depunerea unei pică- 
turi de colchicină 0,1—0,5% pe vîrful de creştere timp de 1—3 zile. 

Rezultate pozitive s-au obținut prin tratarea semințelor încolţite, 
cu o soluție de acenaften în concentrație de 0,2 g/vas Petri (T er- 
novski, 1965). ; 

Datura stramonium {ciumăfaia) 2n = 24. Se tratează semințe ger- 
minate cu soluții de colchicină 0,1—0,40/, timp de 1—4 zile. Cele mai 
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bune rezultate s-au obţinut prin tratarea seminţelor cu o soluție de 
colchicină 0,3%, timp de 72 ore (V. Olteanu, 1961). 

Brasica rapa rapifera (rapiţa). Semințele se însămînțează în lădiţe. 
După răsărire sc tratează plantele în stare cotiledonară prin depunerea 
unei picături de colchicină 0,5—1t/, pe vîrful de creştere timp de 10 zile. 


PLANTE ORNAMENTALE 


Antirrinum majus (gura leului) 2n = 16. Semințele se însămînţeazi 
în lădiţe cu pămînt şi se păstrează în seră. : 

Pentru obţinerea plantelor autotetraploide se folseşte o soluţie de 
colchicină 0,5%. Sînt tratate plantulele tinere, prin pipetarea unei pică- 
turi de colchicină pe vîrful de creştere timp de mai multe zile. Se trans- 
plantează în cîmpul de experienţe plantele puternic modificate morfologic 
(D. Duma, 1970). i 


Ageratum mexicanum. 2n == 20. Prin tratarea a 490 plantule cu so- 
luție apoasă de colchicină 0.50/ și 0,90% D. Dume, (1967) a obţinut 
3 plante autotetraploide şi 6 plante mixoploide. 

Salvia splendens (salvia). Se tratează semințe germinate cu o solu 
ţie apoasă de colchicină 0,10/9 timp de 12—24 ore. 
de plantec autotetraploide. l 

Prin această metodă Lutkov (1963) a obținut un procent ridicat 
de plante autotetrapoide. 

Lilium longiflorum Thunb. (crinul). 2n = 24. Pentru obţinerea for- 
melor poliploide de crin se tratează bulbii prin imersionarea în soluţia 
de colchicină 0,05%, timp de 24 ore sau 0,1, 0,25 0,5 şi 10% timp de 1, 
2 şi 3 ore. Cele mai bune rezultate s-au obţinut prin folosirea concentra- 
tici de 0,20/, timp de 2—3 ore (S. Emsweller, 1947) (tabelul nr. 21) 


Tabelul nr. 21 
Rezultatele tratamentului cu colchicina (S. Emsweller, 1971) 


Piante tetraploide Plante aneuploide Himere 
Bulbi 
trataţi nr. 0% nr. %/9 nr. | 0/9 
303 123 | 49,5 | 8 | 2,6 37 | 12,2 


ARBORI ȘI ARBUȘTI 


În ultimii ani au fost iniţiate o serie de cercetări pentru obţinerea 
pe cale experimentală a formelor poliploide la arbori și arbuști. Astfel, 
s-au obținut forme autotetraploide la măr, dud. 

Pirus domestica (măr 2n = 34). Metoda Dermen. Tratamentul cu 
colchicină a fost efectuat în diferite stadii de dezvoltare a plantelor: 
muguri, plante tinere. S-a folosit în prima variantă o soluție de col- 
chicină 10/ la care s-au adăugat 6 picături de soluţie Sontomerse 100/9 
la 10 cc. de colchicină. În varianta a doua s-a folosit de asemenea so- 
luție apoasă de colchicină 10%/, la care s-a adăugat soluţie de glicerină 
500/, şi Santomerse. Tratamentul a fost efectuat în 3 variante. 

a — un grup de plante a fost tratat cu soluție de colchicină 1%; 
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b — al doilea grup de plante a fost tratat cu soluţie apoasă de 
colchicină, urmat de un tratament cu soluţie de colchicină + glicerină ; 

c — ultimul grup ae plante a fost tratat cu soluţie de colchicină + 
glicerină. Tratamentul a fost efectuată prin depunerea de colchicină pe 
vîrful de creştere pînă la 'saturare, timp de o zi sau tratamentul a fost 
repetat de 4 ori, la un interval de 4 zile. Un grup de plante au fost 
trataie timp de 5 zile consecutiv. Piantele, din grupul al doilea, au 
fost tratate cu soluţie de colchicină 1—3 ori şi 2 ori cu soluţie de col- 
chicină și glicerină la un interval de 2 zile. Tratamentul efectuat cu 
soluţie de colchicină și glicerină a fost repetat de 2 ori la interval de 
2 zile. Gradul de ploidie a fost determinat după 2 ani după aspectul 
morfologic al plantelor și mărimea grăuncioarelor de polen. > 

Din 355 plante tratate s-au identificat a fi poliploide 9 plante, 2 
plante poliploide din 17 din grupa a, 5 din 13 plante din grupa b și 
2 din 3 plante din grupa c. 

— Se tratează mugurii apical; ai lăsturilor tineri. În momentul 
în care lăstarii au 20—-30 cm se decapitează mugurii apicoli şi li se 
aplică o capsulă de gelatină cu o soluţie de colchicină 10% într-o so- 
luţie apoasă agar-agar 0,65%, timp de 24 ore. Lăstarii subaxiali se în- 
depărtează, pentru a forţa creşterca apirată (după Z. Stănescu, 
1970). 

Morus sp. (dudul) 2n = 2%. Mepuda Poajabi (1963). Seminţe neger- 
minate sînt imersionate în soluţie de coicnicină 0.020/9—0,030/, la tem- 
peratura de 28—30*C, timp de 12—24—48 ore. 

Vitis vinifera (viţa de vic). H. Dermen (1964) a utilizat o me- 
todă asemănătoare cu cea descrisă la măr. A folosit o soluţie de col- 
chicină 0,5% la care a adăugat 10%, glicerină şi 1—2 picături de Sa- 
tomerse, pentru 10 ml soluţie colchicină + glicerină. Butașii se plan- 
tează în ghivece în așa fel încât la suprafaţă să rămînă un singur ochi. 
În momentul în care lăstaru! are cca. 15 cm lungime, se începe trata- 
mentul prin depunerea unei picături de colchicină pe primii doi-trei 
muguri de la vîrful lăstarului. Ceilalţi muguri se îndepărtează. Se tra- 
tează timp de 4—6 zile, la un interval de 3 zile. Se poate de asemenea, 
folosi un tampon de vată îmbibat în colchicină. 

M. Neagu si V. Lepăcatu (1961) au utilizat diferite metode 
de tratament: imersionarea semințelor: germinate în soluţie de colchi- 
cină 0,20/,, acoperirea mugurilor cu un tampon de vată îmbibat cu so- 
luţie de colchirină ; tratarea repe'ată a vîrfului de creştere a plantelor 
rezultate din seminte. 

Cu ajutorul acestor metode s-au obţinut plante poliploide la Vitis 
vinifera, V. rotundifolia, V. aestivalis. 


LL 3. TEHNICI DE ICCNTIFICARES A FOLIFLOIZILOR 


Depistarca plantelor autotetraplooide, obținute în urma tratamen- 
tului cu colchicină, se poate face în bune condiţii cu ajutorul meto- 
delor indirecte, macroscopice şi microscopice. 

După cum se ştie, colchicina determină profunde modificări ana- 
tomomorfologice şi fiziologice ce pot fi evidenţiate prin studiul compa- 
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rativ al plantelor tratate și netratate. Astfcl, ritmul de creștere al plan- 
telor tratate este mai lent, se schimbă raportul dintre lungimea și lăţimea 
frunzei, forma, grosimea şi culoarea frunzelor şi tulpinilor (fig. 100). 


His N 


Fig. 100 — Frunză de la plautel!e martor (1) și planteie modificata in 
urma tratamentului cu colchicină (2, 3) de ia Citrulius lanatus. 


Pe această bază sînt reținute plantele puternic modificate mortolo- 
gic şi eliminate ceie nemoiiificaie sau cele la care modificările nu sînt 
evidente. Depistarea plantelor poliploide se face prin intermediul unor 
metode indirecte care se bazează pe corelaţia care există între gradul 
de poliploidie și anumite caractere morfologice macro- şi microscopice 
ale plantelor numărul de cloroplaste în stomate, densitatea stomatelor 
în cîmpul microscopului (sau pe unitatea de suprajață), dimensiunea 
(lungimea) stomatelor, dimensiunea, fertilitatea polenului, numărul de 
pori germinativi ai polenului (iab. 104—105). 

Aceste metoze se folosesc frecvent în experientele de obținere a 
plantelor poliploide pentru verificarea gradului de ploidie, deoarece 
prezintă avantajul că sînt metode simple, comode şi rapide. Ceta ce 
este im»ortant este faptul că pot fi folosite chiar în anul tratamentului, 
imediat după transplantarea nlantelo: în cimp sau în momentul alegerii 
plantelor pentru transplantare (în răsadniţe sau seră), fiind posibil să 
se elimine plantele nemedificat> sau cele care au reactionat numai par- 
tial la tratamentul cu colchicină (plantele mixoploide) şi care de regulă 
se dezvoltă spre diploide. În felu: acesta se pot continua experiențele 
cu un număr redus de plante, puternic modificate, crescînd astfel șansa 
de a obtine plante complet tetraploide și ușurindu-se activitatea în anul 
tratamentului cu colchicină. 
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Fig. 101 — Ramuri de la o plantă diploidă (stîngă) şi autotetra- 
__ploidă (dreupta) de la Cirullus lanatus. 


Fig. 102 — Frunze de la plante diploide, triploide şi tetraploide de Citrullus 
lanatus 


Aceste metode se pot folosi cu rezultate pozitive şi pentru verifi- 
carea gradului de poiiplcidie (tetraploide, triploide etc.) în generaţiile 
următoare în acţiunea de ameliorarea plantelor poliploide şi pentru 
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Fig..103 — Flori de la plantele. atarie (2x), triploide (3x). şi tetraploide aw, 
de Citrullus lanatus. 


eliminarea eventualelor piante mixoploide ce pot apare ca urmare a se- 
gregării plantelor. poliploide. 


11.3. 1. „NUMĂRUL DE CLOROPLASTE ÎN SIOMATE 


-Pentiu- numărarea cloroplastelor din! celulele stomatelor cât Şi: pen- 
tru studiul dimensiuriii și densităţii stomatelor în cîmpul microscopie 
(unitate de suprafaţă) sc: foloseşte metoda colorării . cu Sonig de iod ; 
în iodură de potasiu: 

Ţinînd seama de faptul că numărul de. donai, densitatea sto-. 

matelor variază destul de mult pe suprafaţa aceleași frunze şi în func- 
ție de vîrstă, măriimea, şi locul. de inserţie al acesteia pe tulpină se „re- 
comandă sá se folosească 'o porţiune din epiderma inferioară, din ace- 
eaşi regiune de pe frunze, de aceeași vîrstă, la toate- variantele diploide, . 
triploide , şi tetraploide sau de la plantele tratate şi martor. Observa- 
tiile: se pot efectua la frunzele proaspete sau conservate. Conservarea 
frunzelor se poate face în formaldehidă 40/, alcool-acetic 3:1, alcool 
etilic 70°, acid picric 10/. Desprinderea epidermei se. face cu ajutorul 
unei pensete sau ac spatulat. Frunzele sînt recoltate dimineaţa, după 
o oră de la răsăritul soarelui. Pe timp înourat se recomandă introdu- 
cerea frunzelor recoltate cu peţiolul într-un vas cu apă de robinet şi 
plasarea. la lumina unui bec electric pentru a mijloci. acumularea. amido- 
nului în cloroplaste, ca urmare a intensificării fotosintezei. Se desprinde 
o porţiune: din- epiderma inferioară (circa-5 mm) şi se pune pe o lamă 
de. sticlă, curată şi: uscată, într-o. picătură de iod în iodură de potasiu, 
pentru 2—3 minute. În acest timp cloroplastele se colorează în galben 
marbh, putînd: fi uşor: „puse în „evidență. Peste &pidermă” "$e plasează :0' 
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Li 
lamelă, iar cu ajutorul unei hirtii de filtru se îndepărtează excesul de 
reactiv şi se fixează lamela. Preparatul poate fi observat la microscop 
cu obiectivul 20 sau 40. Pe același preparat se pot efectua mai multe 
determinări şi anume numărul cloroplastelor în stomate şi în celulele 
epidermei, densitatea stomatelor în cîmpul microscopic, dimensiunea sto- 
matelor. Datorită corelaţiei care există între gradul de poliploide și ca- 
racterele anatomomorfologice se constată o creştere semnificativă a nu- 
mărului de cloroplaste în stecmate, în celulele epidermei şi în țesutul 
palisadik proporțional cu gradul de poliploidie (fig. 104) (tabelul 22). 
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Fig. 104 — Cloroplaste în stomatele p 
tetraploide (4n) de Citrullus lanatus. 


11.3.2. DIMENSIUNEA ŞI NUMARUL DE STOMATE 


La formele poliploide (tetraploide şi triploide) dimensiunea stoma- 
telor este considerabil mai mare la triploizi şi tetraploizi comparativ cu 
formele diploide. Din această cauză numărul de stomate pe unitatea 
de suprafaţă este mai mic la formele poliploide (Tabelul 23 în 24). 

Diferențele între mediile formelor diploide şi cele triploide şi te- 
traploide sint foarte semnificative (fig. 105). 
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Fig. 105 — Frecvența stomatelor în cîmpul microscopic de la plantele diploide 
(2n) şi tetraploide (4n) de Citrullus lanatus. 
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Pentru identificarea plantelor poliploide se pot folosi de asemenea 
diferenţele existente între mărimea şi fertilitatea polenului şi numărul 
de pori germinativi la plantele diploide (2n), triploide (3n) şi tetra- 
ploide (4n). Pentru determinarea fertilității şi mărimii polenului se fo- 
loseşte colorarea cu carmin acetic 2%. Polenul fertil se colorează în 
roşu în timp ce polenul steril nu se colorează, fiind galben sau fără 
culoare distinctă. Măsurarea diametrului polenului se face cu microme- 
trul ocular şi se exprimă în microni. La poliploizi grăunciorii de polen 
au dimensiuni mai mari, această caracteristică fiind însă una din cele 
mai sigure moduri: de deosebire a plantelor diploide de cele tetraploide 
sau mixoploide. În același timp la plantele tetraploide şi în special tri- 
ploide creşte procentul de grăunciori de polen steril. La plantele di- 
ploide polenul este mai mic şi relativ uniform în timp ce la plantele 
autotetraploide şi în special triploide este neuniform iar diametru 
creşte proporţional cu gradul de poliploidie. În afara faptului că polenul 
de la plantele triploide este într-un procent foarte ridicat steril un nu- 
măr important de grăunciori de polen care rezultă ditnr-o tetradă nu 
se individualizează, fiind în acelaşi timp neuniformi (fig. 106) (Tabe- 
lul 25 și 26). 


Fig. 106 — Grăunciori 
de polen. Se observă 
grăunciori de polen 
uniţi cîte patru şi cu 
pori germinatori. 


Metodele indirecte de identificare a poliploizilor, descrise mai sus 
şi care se bazează pe corelaţia existentă între gradul de poliploidie şi 
numărul de cloroplaste în stomate, dimensiunea şi frecvenţa (densi- 
tatea) stomatelor, mărimea, fertilitatea și numărul de pori germinativi, 
fiind rapide şi comode şi care nu necesită instalaţii şi materiale costi- 
sitoare, pot fi folosite în fiecare școală, unitate de cercetare sau produc- 
ţie pentru trierea plantelor poliploide (tetraploide) obținute în urma tra- 
tamentului cu diferite substanțe chimice cît şi a celor triploide ce se 
obțin prin hibridarea plantelor tetraploide cu cele diploide. 
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12. STRUCTURA ORGANELOR VEGETAŢIVE 
12.1. PLANTULA 


Plantula rezultă în urma diferenţierii embrionului, astfel: radicula 
devine rădăcină principală, hipocotilul şi epicotilul rezultat din creşte- 
rea mugurașului se vor transforma în tulpina propriu-zisă ; frunzele și 
florile apar mai tirziu de pe tulpina şi ramificaţiile acesteia. 

Materialele necesare : plantule de muștar alb (Sinapis alba L.), fa- 
sole (Phaseolus vulgaris L.), porumb (Zea mays L..), grîu de toamnă 
(Triticum aestivum L.), vase Petri, sticle de ceas, hirtie de filtru, lupă, 
pensete, ac lanceolat, spatulat sau simplu, lame de sticlă. 


Pregătirea materialului 

1. Cu 3— zile înainte de lucrarea practică se pun la germinat se- 
minţele (respectiv cariopsele) de la plantele menţionate, în vase Petri 
pe hirtie dc filtru sau sugativă permanent umceotată, în prealabil steri- 
lizate ; 

— pentru porumb se folosesc vase Petri sau ghivece cu nisip curat. 

2. Se acoperă cu capacul și se'lasă la temperatura de 18—20°C ; 

3. Într-o sticlă. de ccas, cu puțină apă sau pe o lamă de sticlă 
umedă (umiditatea se menţine adăugînd din cînd în cînd, cîteva picături 
de apă) se etalează plantulele pentru a le putea observa cu ajutorul 
lupci. 

Plantula de muștar alb (Sinapis alba L.). 


Analizînd macroscopic, cu ochiul liber sau cu ajutorul unei lupe 
plantula de muştar vom, obs rva următoarele zone morfologice, respec- 
tiv componente : 

1, Vârful rădăcinii, acoperit de piloriză (scufie sau caliptră) — o 
portiune de ţesut de culoare maronie ; 

2. Zona netedă, lungă de 2—3(5) mm, numită astfel deoarece este 
” lipsită de perișori absorbanţi ; 

3. Zona piliferă (sau a perişorilor absorbanți), între 10—300 mm 
lungime, complet acoperită cu perișori absârbanţi, unicelulari ; aceștia 
descresc ce lungime spre vîrful rădăcinii ; | 

4. Zona aspră, este porţiunea dinspre baza 'rădăcinii, respectiv a 
coletului rezultată în urma ruperii perișorilor uscați ; 
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*'5. Baza rădăcinii, denumită şi colet, reprezintă porţiunea de rădă- 
cină-hipocoti]l în zona căreia are loc trecerea de la structura rădăcinii 
la cea a tulpinii; 

t 6. Hipocotilul, este porțiunea bazală a viitoarei tulpini, situată în- 
tre rădăcină şi tulpină, unde se continuă procesul de trecere de la 
structura tulpinii; este de culoare verde şi acoperit cu peri tectori, 
7. Cotiledoanele, sînt inserate la partea superioară, terminală a hi- 
pocotilului ; sînt bilobate aşa că, la prima vedere, par a fi 4; 
8. Mugurașul (plumula sau gemula), reprezintă vîrful hipocotilului ; 
9. Epicotilul, este axa provenită în urma creşterii  muguraşului 
(fig. 107). i 
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Fig. 107 — Plantula de Sinapis alba: cot — cotile- 
doane ; hi — hipocotil; p — piloriză; pa — perișori a 
absorbanți ; ps — penişori absorbanți pe care sini lipite „p 
particule de sol; rd — radiculă; zn — zonă nttedă 


Plantula de fasole (Phaseolus vulgaris L.) 

Ca şi în cazul precedent, radicula este primul organ carc apare la 
germinarea seminţei. Urmărind o plantulă de 'fasole vom deosebi: 

1. Vârful rădăcinii, protejat de piloriză ; 

2. Zona netedă, mai lungă sau mai scurtă, dar nu depăşeşte 3 mm; 

3. Zona piliferă, urmează celei netede şi se opreşte la nivelul co- 
letului ; , 

Chiar de la început radicula se îndreaptă în jos, devine rădăcină 
principală şi începe să formeze radicele (rădăcini secundare) ; 

4. Hipocotilul, este porțiunea verzuie situată în continuarea radi- 
culei, imediat deasupra zonei radicelelor ; lungimeâ lui este variabilă. 
Prin creştere cl distanțează cotiledoanele de baza rădăcinii ; 
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5. Cotiledoanele, primele frunze embrionare ; cînd se golesc com- 
plet de substanțele de rezervă se usucă și cad; 

6. Epicotilul, axa provenită din creşterea şi dezvoltarea mugura- 
şului care poartă primele frunze numite protofile sau frunze primare ; 


7. Mugurele terminal, reprezintă ansamblul alcătuit din vîrful ve- 
getativ meristematic şi frunzulițele care îl acoperă (fig. 108). 


Fig. 108 — Plantula de Phaseolus vulgaris; 
cot — cotiledoane ; ep — epicotil; hi — hipo- 
cotil; m — muguraş (plumulă, gemulă); prf— 
protofilă ; r — rădăcină principală; ra — ra- 
dicele ; rd — radiculă. 
A 


Plantula de porumb (Zea mays L.) 

Analizind o plantulă de porumb, imediat după germinare şi după 
8—12 zile vom constata : 

a. imediat după germinare : Í 

1. radicula (rădăcina principală) de forma unui corn care străbate 
coleoriza pentru a ieşi în afara cariopsei; are culoarea albă sau ușor 
violacee, la început simplă, ulterior se ramifică. După un timp oarecare 
radicula se usucă şi dispare (la unele soiuri persistă, transformîndu-se 
în rădăcină principală) ; 

b. după 4 zile de la germinare : 

2. Virful rădăcinii, acoperit de piloriză (de culoare gălbuie) ; 

3. Zona netedă ; 

4. Zona piliferă ; 


250 


5. Coletul, respectiv baza rădăcinii şi a tulpinii (hipocotilului) este 
înconjurat de o formațiune de natură caulinară membranoasă de cu- 
loare albă, asemănătoare unui manşon, numită coleoriză ; 

'6. Hipocotilul, este reprezentat, de porțiunea mai umflată a bazei 
tulpinii ; de pe hipocotil şi mai rar de pe mezocotil se formează 3—7 
rădăcini efemere numite adventive primare (trăiesc cîteva săptămîni) ; 

c. după 10 zile de la germinare : 


7. Mezocotilul, se află în prelungirea hipocotilului; în partea sa 
superioară este inserată, la nivelul primului nod, prima frunză (proto- 
filă) numită frunză externă sau coleoptil ca un deget de mănușşă; tot 
de la nivelul nodului pornesc rădăcinile adventive permanente ; 

8. Mugurașul (gemula) este alcătuit din citeva primordii foliare 
apropiate, protejate de coleoptil; după un anumit timp, colcoptila 
crapă sub presiunea creşterii mugurașului lăsîindu-l să iasă afară. 

Singurul cotiledon rămîne închis în sămînţă, tot timpul germinaţiei, 
după care dispare (fig. 109, 110). 


Fig: 109 — Etape în germinaţia la Zea mays; 1 — 
apariţia radiculei ; 2 — embrionul separat de endo- 
sperm ; 3 — acelaşi văzut din profil; 4 — la baza 
tulpiniţei apar două rădăcini adventive ; 5— plantula 


de porumb: col — coleoriză; cp — coleoptil; f — 
frunză ; ra — rădăcină adventivă; rd — radicală; 
rp — rădăcină principală; sc — scutelum. 
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Fig. 110 — Cariopse de porumb germi- 


nate : col — coleoriză; cp — coleoptil; 

m — muguraş (gemulă, plumulă); rd — 

radiculă ; scut — scutelum; t — tulpi- 
niță. 


Plantula de grîu comun (Triticum aestivum L.) 


a. după 2—3 zile de la germinare : 

1. Radicula (rădăcina primară), străpunge coleoriza cînd aceasta 
atinge cîțiva milimetri ; este protejată la vîrf de piloriză ; 

b. după 3 zile de la germinare : 

2. Zona piliferă, acoperită de perișori  absorbanţi fini (500—1000 
mm lungime); * 

3. Coletul sau baza rădăcinii — tulpinii este înconjurat de coleo- - 
riză, ţesut de origine caulinară ; 

4. Hipocotilul, este scurt, situat sub punctul de inserție a scutişo- 
rului ; Fi 

5. Epicotilul, alcătuit din internoduri foarte scurte, poartă în virf 
mugurcle terminal. La fiecare nod se află cite o frunzuliţă, iar la no- 
durile inferioare cîte un muguraș așezat între tulpină și frunzuliţă din 
care poate lua naştere o axă; 

6. Mezocotilul, axa formată din succesiunea internodurilor alun- 
gite (în cazul însămînţării adinci) ; i 

7. Coleoptilul, ansamblul de noduri, internoduri, mugurași și frun- 
zuliţe, împreună cu virful vegetativ este acoperit de frunze și totul în- 
fășurat în coleoptil (fig. 111, 112). 


Fig. 111 — Etape în germinaţia cariopsei la 


Triticum aestivum : col — coleoriză ; cp — 
colcoptil; em — embrion; en — endo- 
sperm ; re — 3 rădăcini embrionare. 


Fig:-112 — Germihaţia “şi  pldntula. la' Triticurn 
uestitum ca —: tăriopsa i col — colegriză ; róp + >; 
coleoptil ; fr — frunză, (nomohilă) ; -ra =. sădăcin! p 

adventive * re — rădăcini embrioiare. ` = 


12.2. STRUCTURA PRIMARĂ A RĂDĂCINI 


Organele vegetative au structură primară atunci cînd sînt alcătuite `` 
din ţesuturi definiti ve primare, adică din ţesuturi provenite direct din 
mcristome primare. 

Toate plantele au, cel puţin în primele perioade. ale vieții, o struc- 
tură primară, după care structura lor se complică prin apariţia tesu- 
tarilor secundare. Sînt și plante care au toată viața lor o structură prii 
mară — așa este cazul .Pteridofitelor actuale şi a majorităţii Monoco- 
tiledoneelor. — . 


“Structura primară a rădăcinii la Diocotyledoneae 

Materiale necesare : rădăcini conservate în alcool de 70—800/, sau 
proaspete de la grîuşor (Ranunculus ficaria L.), piciorul coroşului (Ra- 
nunculus sp.), calcea calului (Caltha palustris L.) ș.a., floroglucina, sa- 
franină și albastru Astra, Sudan III, HCl. 


Pregătirea preparatelor : 

1. Se fac numeroase secţiuni transversale şi longitudinale prin ră- 
dăcină ; 

2. Se vor selecţiona cele mai fine şi se vor javeliza ; 

3. După spălare cu apă, de ctîeva ori, secţiunile se colorează succesiv 
cu fluoroglucină + HCl (v. pag. 146) cu safranină + albastru Astra (v. 
pag. 154) şi Sudan III (v.: pag. 150); ; | 


Rezultatele colorării : 

a. Cu floroglucină , + HCl pereţii lignificaţi se colorează în roşu 
vişiniu ; celelalte componente celulare nu se colorează. Coloraţia nu sé 
menține în preparate permanente ; ``? o > - A 
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b. Cu safranină + albastru Astra, pereții celulari nelignificați se 
colorează în albastru, cei lignificaţi în roşu, cei slab lignificaţi în violet ; 

c. Cu Sudan III, cutina, suberina din pereţii celulari şi grăsimile 
se colorează în roşu-gălbui intens. 

Observații și comentarii 

A. Secţiune transversală prin rădăcina de Ranunculus ficaria L. 

Urmărind de la exterior la imterior țesuturile rădăcinii, vom identi- 
fica : 

1. Rizoderma, alcătuită dintr-un singur strat de celule, unele din 
ele transformate în peri absorbanți ; 

2. Scoarța este alcătuită din peste 12 straturi de celule, organizate 
în următoarele ţesuturi : 

a. exoderma, este alcătuită din unul — maximum două straturi de 
celule cu pereţii uşor suberificaţi. În dreptul perişorilor absorbanţi ce- 
lulele exodermei au pereții nesuberificaţi ; acestea se numesc celule de 
pasaj sau de trecere. Celulele de pasaj (trecere) permit trecerea apei 
absorbite şi orientarea ei spre celulele scoarţei și apoi spre cilindrul 
central ; 

b. scoarța externă, este reprezentată de citeva straturi de celule 
parenchimatice cu spații intercelulare dispuse, alttern una față de alta; 

c. scoarța internă, este formată din straturi celulare dispuse într-o 
ordine mai riguroasă decit celulele scoarței externe. În general celulele 
scoarței interne sînt mai mici decit ale scoarței externe ; 

d. endoderma, este unistratificată, alcătuită din celule cu îngroşări 
Caspary ligno-suberinice, pe pereţii radiari și celule de pasaj (lipsite de 
îngroşări Caspary). Celulele cu îngroşări Caspary sînt situate în dreptul 
fasciculelor liberiene, cele de pasaj în dreptul fasciculelor lemnoase. 
Celulele de pasaj (trecere) înlesnesc trecerea apei din scoarță în fasci- 
culele lemnoase din cilindrul central. 

3. Cilindrul central, de tip actinostel, tetra-pentarh, este alcătuit 
din : 

a. periciclu, țesut unistratificat, alcătuit din celule vii, care alter- 
nează cu celulele endodermei ; 

b. fasciculele conducătoare lemnoase, în număr de 4—5 sînt alcă- 
tuite fiecare din 2—3 vase protoxilematice (vase inelate), cu lumenul 
mic, spre periciclu şi 3—5 vase metaxilematice (vase reticulate sau 
punctate) cu lumenul mai mare decit primele, dispuse spre centrul 
cilindrului central. Adesea metaxilemul ocupă tot mijlocul cilindrului 
central ; 

c. fasciculele conducătoare liberiene, în număr egal cu cel al fasci- 
culelor lemnoase, sînt dispuse alternativ cu acestea în parenchimul fun- 
damental. Corespunzător constituţiei fasciculelonr lemnoase, vom de- 
osebi vase protofioematice, cu lumenul mic, cea mai mare parte şi vase 
metafloematice, în praporție mai mică, cu lumenul ceva mai mare. 
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Țesutul liberian este alcătuit din tuburi ciuruite şi parenchim li- 
berian ; 

d. razele medulare primare, sînt reprezentate de celulele paren- 
chimatice dintre fasciculele conducătoare (fig. 113). 


Fig. 113 — Secţiune transversală 
prin rădăcina de Ranunculus fi- 


caria: end — endodermă; ep — 
epidermă ; ex — exodermă; fl — 
floem; per — periciclu: rmp — 


raze medulare primere ; rl — xilem 
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, ; „Fig. 114 ==, Cilindru}, central 
mult mărit lä Ranuñcülus" fi- 
caria : cp — celulă de pasmjs:. 
cp .end — cpdodermă ; fl — flo- 
em; m = patenchm “imedu- 
= PET lar ;umr =, metaxilem.;i per..i 
ft periciclu ; pr — protoxilem ; 
rmp — raze medulare pri- 
mare; zl — vilem. 


În centrul cilindrului central, la rădăcinile foarte tinere se află 
un teṣut tinăr meristematic (fig. 114). 


B. Secţiune longitudinală prin rădăcină de Ranunculus acer L. 


Materiale necesare: rădăcini de piciorul cocoșului (Ranunculus 
acer L). f 


Pregătirea preparatelor : 


1. Se fac secțiuni longitudinale (v. pag. 157) și se prelucrează ca mai 
sus. , 


` 


| / 
Observaţii și comentarii 
Urmărind succesiunea țesuturilor dintr-o rădăcină tînără, de la exte- 
rior la interior, vom identifica : | 
1. Rizoderma, unistratificată, cu peri absorbanţi, unicelulari, fără 
cuticulă ; 


2. Scoarța este alcătuită din :: 

a. exoderma, unistratificată, din celule cu pereţii ușor suberiticați ; 

b. scoarța externă, este alcătuită din celule heterodiametrice, cu 
spaţii intercelulare mai mari sau mai mici ; 

c. Scoarța internă, este reprezentată de celule mai mici decit cele 
ale scoarței externe, cu spaţii intercelulare mici sau lipsite complet de 
spaţii intercelulare ; 

d. endoderma, unistratificată, fără spaţii intercelulare, cu peretii 
mai îngroșaţi decit ai restului scoarței ; 


3. Cilindrul central : 


a. periciclul, unistratificat, alcătuit din celule parenchimatice cu 
pereții celulozici ; ; 
b. fasciculul lemnos, apare alcătuit din vase inelate (protoxilem), - 


reticulate şi punctate (metaxilem) ; ` Š 
c. fasciculul liberian,-este alcătuit din celule, “parenchimatice, tinere :, 
(meristematice) (fig. 115). ai AED ar eta a 
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Fig. 115 Structura primară a rădăcinii la Ranunculus repens: 
1 — secțiune transversală ; 2 — secțiune longitudinală: cc — 
cilindru central ; end — endoderma ; ex — exoderma ; fl (lib) 


— floem; m — parenchim medular meristematic ; pa — păr 


absorbant; pe — parenchim cortical; per (p) — periciclu; 
rm — raze medulare primare ; rz — rizodermă ; sc — scoarță; 
xl — xilem. 


17 — Practicum de biologie 


t 


end xl m libpend À 
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12.2.1. STRUCTURA RADACINI LA MONOCOTYLEDONEAE 


Materiale necesare : rădăcini conservate în alcool 70—800/ de la 
stinjenel (Iris germanica L.), porumb (Zea mays L.), grîu (Triticum 
aestivum L), ceapă (Allium cepa L.) ş.a. floroglucină, safranină & al- 
bastru Astra, Sudan III (v. pag. 146—154). 


Pregătirea preparatelor : 


1. Se fac numeroase secțiuni transversale şi longitudinale prin ră- 
dăcină ; 

2. Cele mai fine secțiuni se javelizează (v. pag. ); 

3. Se colorează succesiv cu floroglucină + HCl, Sudan III, sa- 
franină & albastru Astra (v. structura la Dicotiledonee). 


Observatii și comentarii 


12.2.1.1 Secţiune transversală prin rădăcina de Iris germanica 1 


De la exterior spre centru, se succed următoarele ţesuturi : 

1. Rizoderma, unistratificată, alcătuită din celule cu pereţii celu- 
lozici ; unele celule sînt transformate în perișori absorbanți ; 

2. Scoarța, este alcătuită din peste 12 straturi de celule: 


a. exoderma, numită și cutis, este alcătuită din 2—4 straturi de ce- 
lule cu pereţii uşor suberficaţi. De obicei, în dreptul perişorilor absor- 
banţi celulele exodermei sint nesuberificate ele alcătuind celulele de 
pasaj (de trecere). 

De regulă celulele care alcătuiesc exoderma sînt lipsite de spații 
intercelulare ; 

b. scoarța externă, este reprezentată de celulele care urmează cxo- 
dermei. Sînt celule parenchimatice, neregulat dispuse, cu spaţii inter- 
celulare mai mari sau mai mici. Limita inferioară a scoarţei externe 
este marcată de dispunerea mai mult sau mai puţin regulată (radiară) 
a celulelor ; : 

c. scoarta internă, este alcătuită dintr-un număr mai mic de stra- 
turi de celule decît scoarța externă ; celulele scoartei interne sînt ceva 
mai mici şi dispuse evident mai ordonat decît cele ale scoarței externe ; 

d. endoderma, este reprezentată de un singur strat de celule (în 
secțiune transversală !). Îngroșările Caspary apar în formă de potcoavă 
(caracter pentru Monocotiledonee !). Ca și la Dicotiledonee, în dreptul 
fasciculelor lemnoase, celulele endodermei sînt lipsite de îngroșări Cas- 
pary — ele reprezintă celule de pasaj sau de trecere; 

3. Cilindrul central care umnează scoarței este de tip actinostelic 
poliarh ; 

a. periciclul, este alcătuit dintr-un singur strat de celule vii, paren- 
chimatice dispuse în alternanță cu cele ale endodermei. În rădăcinile 
mature, care nu mai formează radicelc, celulele periciclului se ligni- 
fică ; 

b. fascicule conducătoare lemnoase, în număr de 7—10 sînt alcă- 
tuite din 6—11 vase cu pereţii uniform îngroșaţi ; vasele mai mici din- 
spre periciclu reprezintă protozilemul, cele mari (cu diametrul foarte 
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Fig. 116 — Structura 
primară a rădăcinii la 
ITis germanica: 1 — 
sector cu structura ră- 
dăcinii ; 2 — detaliu al 


exodermei : end — en- 
doderma ; ex — exo- 
derma; fl — floem; ; 
m — parenchim medu- 
lar; pc — parenchim 
cortical ; per — peric- —ex 
clu; re — resturi de 
epidermă ; rz — rizo- 
dermă ; xil — xilem. 
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mare — metaxilemui ; printre vasele de lemn se află celule ale paren- 


chimului lemnos ; : 

c. fascicule conducătoare liberiene, alternează cu cele lemnoase. Ele 
sînt alcătuite din proto- şi motafloem. Primele elemente liberiene care 
apar, cele de protofloem, se deosebesc de cele care apar mai tirziu prin 
lumenul mult mai mic ; printre vasele liberiene se află celule ale paren- 
chimului liberian ; . 
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d. centrul cilindrului central (măduva) este ocupat de un ţesut me- 
canic, alcătuit din celule cu pereţii lignificați (fig. 117). 
Secţiune longitudinală prin rădăcina de Iris germanica L. 


Urmărind în secțiuni longitudinale tesuturile rădăcinii de la centru 
la periferie vom observa : 


Fig. 117 — Iris germanica, detaliu 
din cilindrul central în secțiune 
transversală : cp — celulă de pasaj ; 


end — cendodermă; fl — floem; 

mscl — măduvă sclerenchimatică ; 

mxr — metaxilem; pr — protoxi- 
lem ; xl — xilem. 


Cilindrul central, este alcătuit din elemente prozenchimatice, inclu- 
siv traheide cu pereții lignificați care alcătuiesc un cordon central. Pe- 
reții celulari prezintă punctuațiuni simple sau în cruce; 

a. metaxilemul, este alcătuit din cîteva (1—3) vase punctate (trahee) 
lungi și cu lumenul foarte mare; 

b. protoxilemul, este constituit din traheide spiralate şi inelate ; 

c. protojloemul, este reprezentat de numeroase tuburi ciuruite cu 
lumenul mic, dispuse înspre periciclu ; 

d. metafloemul, alcătuit din tuburi ciuruite cu lumenul mai mare. 

Între țesuturile conducătoare lemnos și liberian se află ţesut pa- 
renchimatic. 


12.3. STRUCTURA SECUNDARĂ A RĂDĂCINII 


Plantele perene dar şi cele anuale au corpul alcătuit atît din tesu- 
turi primare cît şi secundare. Țesuturile secundare sînt generate de 
două meristeme secundare : cambiul vascular (cambiul libero-lemnos) 
şi felogenul (cambiul subero-felodermic). 

Cambiul vascular se formează întotdeauna în cilindrul central, la 
partea inferioară a fasciculelor liberienc şi la cea externă a celor lem- 
noase ; mai întîi sub formă de arcuri de cerc apoi, prin racordarea 
acestora, capătă formă stelată. 

Felogenul sc formează întotdeauna în periciclu ; din activitatea lui 
rezultă felodermul şi suberul care alcătuiesc împreună periderma. 

Cu excepţia ferigilor actuale şi a majorităţii Monocotiladoneelor, 
toată viaţă cu structură primară, toate celelalte plante (Gimnosperme 
şi Dicotiledoneele lemnoase și marea majoritate a celor ierboase) au 
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corpul format din ţesuturi primare şi secundare (în cea mai mare can- 
titate). 

Materiale necesare : rădăcini (sau fragmente de 2,5—5 mm grosime) 
conservate în alcool 70—800%/ de la piciorul cocoșului tîrîtor (Ranun- 
culus repens), griușşor (Ranunculus ficaria L.), calcea calului (Caltha 
palustris L.), dovleac (Cucurbita pepo L.), fasole {Phaseolus vulgaris), 
lueernă (Medicago sativa), bob (Faba vulgaris), sulfină (Medicago offici- 
nalis L.), tei (Tilia sp.), varză (Brassica oleracea L.) ş.a., floroglucină + 
HCI, safranină & albastru Astra, Sudan III și IV, Roşu de Congo și 
Orizoidină. 

Pregătirea preparatelor 


1. Se fac secțiuni transversale şi longitudinale prin rădăcinile plan- 
telor menționate ; 

2. După selectare se javelizează (pînă la transparentizare) ; 

3. Se spală de cîteva ori ; 

4. Se colorează succesiv cu floroglucină + HCl apoi cu safranină & 
albastru Astra şi Sudan III sau IV (v. pag. 146—154). 

5. Secțiunile colorate se fixează în apă glicerinată sau gelatină gli- 
cerinată. 

Observatii şi comentarii 

Sectiunile care urmează sînt comentate, în continuare, de la peri- 
ferie spre centru : 


12.3.1. SECȚIUNE TRANSVERSALĂ PRIN RĂDĂCINA 
DE RANUNCULUS SP., ÇALTHA PALUSTRIS i 


Periderma (suber, felogen, feloderm), nu se formează în structura 
sccundară de la aceste plante ; 

1. Epiderma, unistratificată, este exfoliată din loc în loc; 

2. Scoarța, multistratificată, alcătuită din celule parenchimatice cu 
spaţii intercelulare aerifere mici sau sub formă de suprafețe de diferite 
mărimi situate între exodermă şi endodermă. 

“ a. exoderma, este 1—2 stratificată, alcătuită din celule strîns unite 
între elc, uşor îngroșate (suberificate). Ea preia rolul epidermei parţial 
exfoliate ; | 

b. endoderma, unistratificată, alcătuită din celule strîns unite Între 
ele, cu pereții îngroșaţi aproape uniform ; 

3. Cilindrul central este de tip tetra-pentarh : 

a. periciclul este unistratificat, alcătuit din celule parenchimaticc, 
mari, nucleate ; nucleele sînt dispuse pe pereţii tangenţiali interni ; 

b. parenchimul fundamental, este reprezentat de razele medulare 
parenchimatice care separă elementele conducătoare primare lemnoase 
şi liberiene ; i 

c. țesutul conducător lemnos secundar. Pe lîngă clementele primare 
cunoscute (4—5 fascicule lemnoase) apar acum, grație cambiului vascu- 
lar, vase lemnoase cu lumenul mare, reprezentate de vase punctate și 
parenchim lemnos ; 

d. țesutul conducător liberian secundar, este reprezentat de tuburi 
ciuruite cu plăci ciuruite simple, însoţite de celule anexe ; 
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e. cambiul vascular sau cambiul libero-lemnos, se formează din ce- 
lulele parenchimului fundamental situate în partea inferioară a fascicu- 
lelor liberiene şi la cea externă a celor lemnoase. Initiol cambiul este 
unistratificat, mai tîrziu bi- sau multistratificat şi se prezintă sub formă 
de arcuri de cerc cu concavităţile în afară. Celulele periciclice din dreptul 
protoxilemului se divid prin pereţi tangenţiali rcalizind racordarea arcu- 
rilor cambiale ; acum cambiul vascular continuu capătă forma stelată. 
Centrul cilindrului central este ocupat de vasele lemnoase metaxilema- 
tice ale celor 4—5 fascicule lemnoase care se apropie formînd, la centru, 
un ţesut lemnos compact. Din acest motiv, o măduvă tipică nu se for- 
mează (fig. 118). 


fa. 118 — Structura 
secundară a rădăcinii 
la Caltha palustris; 1—3 
etape în formarea cam- 
biului vascular şi aele- 
mentelor conducătoare 
secundare: cb — cam- 
biu vascular: end — 
endodormă ; fl — flo- 
em; pe — parenchim 
cortical; per — perici- 
clu; al — xilem. 


12.4. STRUCTURA PRIMARĂ A TULPINII 


Ca și în cazul rădăcinii, tulpina prezintă din punct de vedere al or'- 
ginii ţesuturilor care o compun două tipuri structurale : structura prima- 
ră și structura secundară. 

Structura primară este edificată de țesuturi primare definitive. pro- 
venite din meristeme primare. Structura secundară este edificată de 
tesuturi secundare ; țesuturile primare descresc ca pondere pe măsuri: 
trecerii anilor astfel încît în cele din urmă ele devin din ce în ce mai 
puţin reprezentate și în cele din urmă sînt aproape total eliminate. Tesu- 
turile secundare care devin predominante și în cele din urmă totalitare 
sînt generate de două 'meristeme secundare : cambiul vascular şi jelo- 
genul. eo’ 


12.4.1. STRUCTURA PRIMARA A TULPINII LA DICOTYLEDONEAE 


Materiale necesare : fragmente de tulpină, conservate în alcool 70—- 
800%% sau proaspete -de la piciorul cocoşului tîrîtor (Ranunculus rapens 
L.), dovleac (Cucurbita pepo L.), floarea soarelui (Helianthus annuus L.) 
ş.a., floroglucină -+ HCI, safranină şi albastru Astra, Sudan III. 

Pregătirea preparatelor 

1. Se fac secțiuni transversale și longitudinale cît mai subțiri, prin 
tulpinile de analizat (tulpinile mai groase se secționează la început, în 
lung ; fişiile rezultate se secționează transversal) ; 
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2. Se vor selecta cele mai subțiri secțiuni și se vor javeliza ; 

3. Se spală cu apă de cîteva ori; 

4. Secţiunile se colorează succesiv, unele sedii cu floroglucină + 
HCI (v. pag. 146), altele cu safranină + albastru Astra (v. pag. 154) si 
altele cu Sudan III (v. pag. 150); 

5. Se montează în glicerină. : 

Rezultatele colorării : 

a. Cu floroglucină + HCl, pereţii lignificaţi se colorează în roşu- 
“vișiniu ; celelalte componente celulare nu se colorează. Coloraţia nu se 
menţine în preparate permanente ; 

b. Cu safranină + albastru Astra, pereții celulari  nclignificaţi se 
colorează în albastru, cei lignificați în roșu, cei slab lignificaţi în violet ; 

c. Cu Sudan III, cutina, suberina din pereţii celulari şi grăsimile se 
colorează în roşu-gălbui intens. 


Observaţii si comentarii 


12.4.1.1. Structura primară a tulpinii 
la Ranunculus repens 


: aona i | 
A. Sectiune transversală prin tulpina de Ranunculus repens L. 
De la exterior spre interior se succed următoarele țesuturi : 


1. Epiderma, alcătuită dintr-un singur strat de celule strîns unite 
între elc, acoperite de o cuticulă fină ; din loc în loc se observă stomatce ; 


2. Scoaria, spre deosebire de cea de la rădăcină, foarte groasă, este 
alcătuită doar din cîteva straturi de celule. Primul strat subepidermic 
este colenchimatic, celelalte sînt PATEN MURANE, între ele cu spații inter- 
celulare, uneori foarte mari ; 

a. endoderma şi periciclul, lipsesc ; limita externă a cilindrului cen- 
tral este socotită linia imaginară care unește la exterior fasciculele libe- 
ro-lemnoase ; | 

b. Cilintrul central, este de tip eustel: fasciculele (în număr varia- 
bil) sînt dispuse regulat pe un singur cerc, într-un țesut parenchimatic 
fundamental ; ! 

c. fasciculele libero-lemnoase sînt de tip colateral deschis, avînd 
între liber şi lemn cambiu intrafascicular ; toate fasciculele libero-lem- 
noase sint înconjurate de o coroană sclerenchimatică ; mai bine dezvol- 
tată la polul superior al fasciculei unde ia forma unei calote. Coroana 
sclerenchimatică este întreruptă, în dreptul cambiului intrafascicular de 
un ţesut (fişie) alcătuit din celule parenchimatice cu pereţii subţiri. Aces. 
tesut (fişie) se numeşte de pasaj sau de trecere, deoarece ușurează tro- 
cerca (pătrunderea) substanţelor în fasciculul libero-lemnos ; 

* d. cordonul liberian, este dispus spre exterior şi alcătuit din tuburi 
ciuruite însoţite de celule anexe şi parenchim liberian (mai ales perife - 
ria fasciculului). Vasele ciuruite au lumenul mai mare decît celulele 
anexe ; acestea din urmă, se recunosc după conţinutul lor bogat în pro- 
toplasmă. Elementele care alcătuiesc liberul sînt strîns unite între ele 


fără a lăsa spaţii intercelulare. Cele situate în partea superioară, ime- 
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diat sub calota sclerenchimatică, au lumenul mai mic — ele formează 
protofleemul. Elementele liberului, cu lumen mare, de sub protofloem, 
alcătuiesc metafloemul. 

e. cambiul intrafascicular, constă din cîteva straturi de celule tur- 
tite, dispuse radiar și fără spații intercelulare ; 

f. cordonul lemnos, este dispus spre interior şi alcătuit din vase lem- 
noase (trahec și traheide) şi parenchim lemnos. Vasele lemnoase (inclate 
şi spiralate) cu lumenul redus, situate la partea inferioară a cordonului 
lemnos, alcătuiesc protozilemul. Fiind astfel dispus se zice că are poziţie 
endarhă spre deosebire de rădăcină unde este exarh; următoarele vase, 
spre exterior (spre cambiul intrafascicular) au lumenul din ce în ce mai 
marc, cle sint vase cu punctuaţiuni oblice și în sfîrşit, vase cu punctua- 
tiuni simple (vase punctate). Aceste elemente conducătoare lemnoase, 
care apar mai tirziu în ontogenia plantei, cu diametru mare, alcătuiesc 
metaxilemul ; | 

g. lacuna medulară, în centrul cilindrului central, în locul țesutului 
medular, se află o lacună medulară formată pe cale rexigenă (fig. 119). 
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Fag. 119 — Structura 
primară a tulpinii la 
Ranunculus repens: 1 
fragment structural din 


9, 


tulpină ; 2 — fascicul 
lbero-loemnos colateral 
deschis: ca — celule 
anexe; cb — cambiu 


intrafascicular ; ct — 
cuticulă ; ec — elemente 
ciuruite ; ep — epider- 
mă; fl — floem; fp— 
fişe de pasaj; mf — 
molafloem ; mr — me- 
taxilem ; pf — proto- 
floem ; pl — parenchim 
lemnos ; pr — protoxi- 
lem ; sc — scoarță ; scl 
— sclorenchim ; tr — 
trahee ; rl — xilem. 


B. Secţiune longitudinală prin tuipina de Ranunculus repens L. 
Numai într-o secţiune longitudinală ne putem da seama de forma 
şi natura fiecărui element lemnos în parte : 
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Elementele lemnului (xilemului). 


a. protozilemul, este reprezentat de vase inelate şi spiralate ; 

b. metazilemul, este reprezentat de vase reticulate şi punctate; 

c. parenchimul lemnos, constă din celule scurte,  heterodiametrice, 
intercalate între elementele proto- şi metaxilemului ; 

Cambiul  libero-lemnos  intrafascicular, este reprezentat de cîteva 
straturi de celule mult alungite şi înguste, MR puSe radiar ; ; 

Elementele liberului (floemului). 

a. tuburi ciuruite și celule anere, sînt demente alungite cu pereții 
transversali ciuruiți; fiecare tub ciuruit este însoțit de cîte o celulă 
anexă. De fiecare articul de tub ciuruit sînt alipite două celule anexe. 
Elementele liberului sînt flancate (dispuse ja periferie) de celule ale 
parenchimului liberian ; 

Coroana sclerenchimatică, flanchează fasciculu] libero-lemnos fiind 
alcătuită din celule alungite şi înguste, cu pereții uniform îngroşați 
(fig. 120). 
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Fig. 120 — Secţiune 
Jongitudinală printr-un | 
fascicul  libero-lemnos i 
colateral deschis la Ra- | 
nunculus repens: cb— | 
cambiu intrafascicular ; 
ji — floem; p — pa- 
renchim cortical; scl 
— sclerenchim; zl — 
xilem. 
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12.4.2. STRUCTURA PRIMARĂ A TULPINII LA MONOCOTYLEDONEAE 


Spre deosebire de Dicotiledonce, care au atît structură primară cît și 
secundară, marca majoritate a Monocotiledoneelor, au toată viața o 
structură primară. 

Materiale necesare: fragmente. de tulpină, conservate în alcool, de 
la porumb (Zea mays L.), grîu comun (Triticum aestivum L.), lăcrămi- 
oară (Convallaria majalis L.), floroglucină i HC], albastru Astra. 

Pregătirea preparatelor 

1. Se fac secţiuni transversale şi longitugiinalg prin fragmentele de 
tulpină ale plantelor menționate ; 

2. Se aleg cele mai subțiri secțiuni şi se javelizează (3—7 minute); 

3. Se spală de cîteva ori cu apă (prin barbotare cu.ajutorul unei 
pipete ; i 

4. Se colorează, unele secțiuni cu floroglucină altele cu albastru 
Astra (v. pag. 146, 154). i 
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Tesuturile se colorează după cum urmează : 


a. Cu floroglucină + HCl, pereţii lignificaţi se colorează în roşu- 
vişiniu ; celelalte componente celulare nu se colorează ; 

l b. Cu safranină + albastru Astra, pereții celulari nelignificați se 
colorează în albastru, cei lignificați în roşu, cei slab lignificați în violet. 

Observaţii şi comentarii. 

A. Secţiune transversală prin tulpina de porumb (Zea mays L.) 

De la periferie spre centru se succed următoarele țesuturi : 

1. Epiderma, alcătuită dintr-un singur strat de celule mici şi cu 
pereţii îngroşați. cei externi uşor bombaţi. Din loc în loc se observă sto- 
mate ; epiderma este acoperită de o cuticulă evidentă. 

2. Scoarța externă, este foarte îngustă, alcătuită din 1—3 straturi de 
celule cu pereţii îngroșaţi (ignificaţi) ; ea este cunoscută și sub denu- 
mirea de hipodermă ; 

a. scoarța internă, este alcătuită din 2—3 straturi de celule paren- 
chimatice, dispuse imediat sub hipodermă. Este de menţionat că atit 
scoarta externă cît şi cea internă sînt de natură parenchimatică în por- 
țiun:le de tulpină acoperite de tecile frunzelor ; 

c. Cilindrul central, este de tip atactostelic ; limita cilindrului cen- 
tral este socotită linia imaginară care unește la exterior fasciculele con- 
ducătoare libero-lemnoase de tip colateral închis. De formă ovală, fasci- 
culele au la poli cîte un arc sau uncori un inel de sclerenchim. La limita 
aintie floem și xilem, inelul este întrerupt de celule parenchimatice nu- 
mite celule de pasaj. 

În cilindrul central se întilnese mai multe fascicule conducătoare 
cele periferică sînt mai mici și mai dense decît cele centrale care sînt 
mai mari și mai rare ; toate sînt amplasate în parenchimul fundamental 
al cilindrului central : 

a. cordonul liberian (floematic) este alcătuit din tuburi ciuruite poli- 
gonale, cu lumenul marc, însoţite de celule anexe cu lumenul mic bogate 
în conținut celular și din parenchim liberian. Sub arcul de sclerenchim 
se găsesc cîteva tuburi ciuruite strivite, care alcătuiesc protojloemul, 
restul floemului alcătuiește metafloemul ; 

b. cordonul lemnos (xilematic), constă din două vase mari metaxile- 
matice, dispuse lateral, spre liber, de o parte şi de alta a planului de 
simetrie al fasciculului. Vasele lemnoase sînt legate între ele de paren- 
chimul lemnos. Sub ultimul vas protoxilematic se află o lacună protoxi- 
lematică schizo-lizigenă aeriferă (fig. 121). 

B. Secţiune longitudinală prin tulpină 

De le dreapta la stînga secțiunii se disting următoarele țesuturi. 

1. Parenchim fundamental, alcătuit din celule cu spaţii mici interce- 
lulare ; A 

2. Teaca sclerenchimatică  perifasciculară, constă din celule cu pe- 
roții uniform îngroșaţi, impregnati cu lignină ; 

3. Floemul, este reprezentat de tuburi ciuruite însoţite de celule 
anexe şi de parenchim liberian ; i 
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Fig. 121 — Secţiune trans- =ý 
versală prin tulpina de 


STURE SASA OCS RAARO 
Zea mays: ct — cuticulă: PI iz oz tz hi 
ep — epidermă:; f — flo- CAL SC şe 
em: ki — hipodermă ; lp ( LA Iată 
— lacună protoxilematică ; 7 AOK Ge 
pÍ — parenchim funda- mase Bao 
mental ; sc — scoarță; scl 
— selerenchim : zl — xı- 


lem. 


4. Xilemul, este alcătuit din vase punctate, spiralate şi inelate, legat.» 
de celulele parenchimului lemnos. Lîngă vasul inelat se află lacuna pro- 
Loxilematică (fig. 122). 
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Fig. 122 — Organizarea structurală a unu: fascicul conducător libero- 

lemnos colateral închis la Zea mays: ca — celule anexe; ec — elemente 

ciuruite ; lp — lacună protoxilematică ; mf — metafloem ; mr — metaxi- 

lem ; pf — protofloem ; pfd — parenchim fundamental; pl — parenchirmn 

lemnos, pr — protoxilem ; scl — sclerenchim; vi — vas inelat; vp — 
vas punctat ; vs — vas spiralat. 


Observaţii ! 
___ Fasciculele libero-lemnoase periferice sînt complet înglobate în scle- 
renchim ; de multe ori aceste fascicule au numai metaxilem prin urmare 
sînt lipsite de lacună protoxilematică. 


12.5. STRUCTURA SECUNDARĂ A TULPINII 


Ca și în cazul rădăcinii, tulpina are fie numai o structură primară 
(Ptcridofitele actuale şi Monocotiledoneele) precum şi fanerogamele efe- 
mere, fie că au iniţial structură primară după care, țesuturile respective 
se complică, în urma apariţiei țesuturile secundare. 

Difcrenţierea ţesuturilor secundare este determinată de cele două 
meristeome secundare, cambiul vascular și felogenul  (cambiul subero- 
felodermic). 

Cambiul vascular se formează în cilindrul central, în urma remeris- 
tematizării  parenchimului fundamental; cl generează liber şi lemn 
secundare. 

Felogenul se formează, în urma remeristematizării unor ţesuturi 
definitive situate în afara cilindrului central ; el generează suber şi felo- 
derm. 

Țesuturile secundare determină creșterea în grosime a tulpinilor 
respective şi dispunerea concentrică a ţesuturilor conducătoare. 

Materiale necesare : fragmente de tulpină de floarea soarelui (He- 
lianthus annuus L.), dalie (Dahlia variabilis L.) ramuri de 1—3 ani de 
tei (Tilia sp.) conservate în alcool 70—800/, floroglucină + HC], safra- 
nină & albastru Astra, reactiv Gencvez (roşu de Congo și Crizoidină). 

Pregătirea preparatelor 

1. Se fac secțiuni transversale și longitudinale prin tulpină (ramuri) 
zi al enumerate ; 

a. Dacă materialul este prea dur, fragmentele de tulpină se intro- 
Fe în prealabil în trietilenglicol + o Picatiiiă de HCl, la 60°C timp de 
24 ore; 

2, Secțiunile selectate se javelizează ; 

3. Se colorează succesiv cu Poroglucina + HCI și safranină & albas- 
tru Astra ; 

3 a. Secțiunile prin ramurile de tei se pot colora şi cu reactivul 
Genevez ; , : 

12.5.1. SECȚIUNE TRANSVERSALĂ PRIN TULPINA 
DE HELIANTHUS ANNUUS 


Observati: şi comentarii 


De la exterior spre centrul secțiunii se observă următoarele ţesuturi : 

1. Epiderma, unistratificată, alcătuită din celule mici, strîns unite 
între ele, delimitate de o cuticulă evidentă ; din loc în loc prezintă peri; 

2. Scoarța, este pluristratificată, constituită din celule heteromorfe, 
dispuse în două zone: 

a. scoarța externă, este reprezentată de un colenchim angular, 2-3- 
„stratificat ; 
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b. scoarța internă, este parenchimatică, alcătuită din celule hetero- 
diametrice. Din loc în loc se observă canale secretoare ; 

c. teaca amiliferă, este ultimul strat al scoarţei ; este alcătuită din- 
tr-un singur strat de celule amilifere ; 

3. Cilindrul central, este de tip eustelic ; fasciculele conducătoare 
libero-lemnoase de tip colateral deschis, sînt de mărimi şi vîrste diferite; 
fasciculele mari sînt alcătuite din elemente primare şi secundare în timp 
ce fasciculele mici sînt formate secundar, din activitatea cambiului inter- 
fascicular (fig. 123). 
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Fig. 123. Structura secundară a tulpinii la Helianthus annuus: cb — cambiu 

libero-lemnos ; col — colenchim ; cs — canale secretoare ; end — endoderma ; 

ep — epiderma ; fl — floem; m — măduva; rm — raze medulare; sc — 
scoarța ; scl — sclerenchim ; zl — xilem. 


a. cordonul floematic, este dispus spre exterior și alcătuit din vase 
ciuruite însoţite. de celule anexe şi parenchim liberian. Protofloemul este 
situat la polul apical al liberului. Sub acesta se află metafloemul, alcătui: 
din elemente conducătoare cu lumenul mai mare decît cele ale proto- 
floecmului. În apropierea cambiului intrafascicular se află elemente ciu- 
ruite secundare ; 
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b. 'cambiul libero-lemnos intrafascicular, caracterizează fasciculele 
de tip colateral deschis ; secundar din reactivarea meristematică a paren- 
chimului razelor medulare primare se formează cambiul interfascicular 
ce se racordează curind la cel intrafascicular, rezultînd un cambiu libero- 
lemnos circular continuu. Acesta va genera elemente floematice şi xile- 
matice secundare in cadrul  fasciculelor primare mari și noi fascicule 
libero-lemnoase de origine secundară mai mici decit primele ; 


c. cordonul xilematic, completează fasciculul libero-lemnos. El este 
reprezentat de vase lemnoase secundare imediat în apropierea cambiului 
intrafascicular ; urmează vase lemnoase primare, metaxilematice cu lu- 
menul mare, apoi vase  protoxilematice cu lumenul mic. Acestea din 
urmă alcătuiesc polul inferior al fasciculului libero-lemnos. Elementele 
lemnoase sînt legate între ele de celule ale parenchimului lemnos. 

Atît fasciculele mici (alcătuite din elemente secundare) cît şi celo 
mari (alcătuite atit din elemente primare cît şi secundare) prezintă calote 
sclerenchimatice deasupra cordonului liberian ; 

d. parenchimul medular, din centrul cilindrului central este alcătuit 
din celule de forme şi mărimi diferite ç | 

4. Razele medulare secundare, alcătuite din celule parenchimatice 
sînt generate de cambiul interfascicular ; ele sînt reprezentate de fişiile 
de parenchim dintre fasciculele libero-lemnoase (fig. 124). 


12.3.2. SECȚIUNE TRANSVERSALĂ PRIN TULPINA DE TILIA SP. 


Observaţii şi comentarii 


Vom prezenta succesiunea de ţesuturi de la exterior spre cilindrul 
central într-o ramură de 4 ani: 

1. Epiderma, unistratificată, acoperită de o cuticulă groasă este 
fragmentată şi în cea mai mare parte exfoliată ; 

2. Scoarța, este reprezentată atît de ţesuturi secundare cît şi pri- 
mare ; | 

a. suberul, este țesutul alcătuit din cîteva straturi de celule cu pere- 
ţii brun-maronii, dispuse unele sub altele fără să lase spaţii intercelulare; 

b. felogenul, situat imediat sub țesutul descris ; reprezintă meriste- 
mul secundar care generează centrifugal suber şi centripetal feloderm ; 

c. felodermul, 'este format din celule parenchimatice cloroplastice, 
ușor colenchimatizate sau reprezentat chiar de un colenchim tabular ; el 
reprezintă scoarța secundară. Suberul, felogenul şi felodermul formează 
laolaltă periderma ; 

d. scoarța primară, este reprezentată de citeva straturi de celule 
puternic turtite şi dezorganizate, pe cale de dispariție. Ultimul strat al 
scoarţei primare poartă numele de teacă amiliferă. Aceasta este greu de 
reperat pe secțiunile prin ramurile de 1 an, pe cele de 4 ani dispare 
complet (fig. 125). 

3. Cilindrul central, de tip eustelic constâ din ţesuturi conducătoare 
dispuse concentric și ţesuturi neconducătoare : 

a. periciclul este greu de identificat chiar pe secțiunile de 1 an ; ce- 
lule ale periciclului sînt considerate doar cele situate deasupra fascicu- 
lelor liberiene care sînt  sclerificate ; pe secțiunile de 4 ani dispare 
complet ; t 


271 


AN 


D å 
ata. 
Ea 


00 A O) 4 x 
9 X E a 
(9) q x S 3 0 


S 57/ 

í i LERA 
s 5 Y 
7 


4 px 
de-a 
292 
o0 
Fig. 124. Fascicul libero-lemnos colateral deschis la Heli- 
anthus annuus: ca — celule anexe; cb — cambiu libero- 
lemnos intrafascicular ; ec — elemente ciuruite; mr — 
metaxilem ; pl — parenchim lemnos; pr — protoxilem; 


scb — sclerenchim. |. 


b. floemul primar în secţiunile de 1 an se prezintă sub formă de 
insule de celule puternic aplatizate şi dezorganizate ; pe secţiunile de 4 
ani dispare ; i 

c. floemul secundar este fragmentat sub forma de trapeze (cu baza 
mare spre cambiul vascular) de către razele medulare primare, denu- 
mite, în această zonă, parenchim de dilatare. În formațiunile trapezoi- 
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Fig. 125 — Secţiuni 
transversale schematice 
pin tulpina de Tilia 


sp.: 1 — la începutul 
creșterii secundare în 
grosime ; 2 — după 1 
an: col — colenchim; 
flp — floem primar; 
fls — floem secundar ; 


m — măduva ; pd — pa- 
renchim de dilatare ; sb 
suber ; sp scoarță pri- 


mară ; zl — xilem pri- 

mar; rls — xilem se- 

cundar ; uf — urme fo- 
liare. 
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dale floematice se observă pachete de fibre liberiene (sclerenchimatice), 
tuburi ciuruite însoțite de celule anexe și parenchim liberian ; 


d. cambiul vascular, meristem 'secundar, generator de floem și xilem 
secundare, este alcătuit din cîteva straturi de celule aplatizate, dispuse 
radiar ; 

e. zilemul secundar, este dispus în cercuri concentrice numite inele 
anuale ; un singur inel în ramura de 1 an şi 4 în cea de 4 ani. În acest 
ultim caz inelele din diferiţi ani sînt delimitate de cîteva straturi de ce- 
lule complet lignificate, ce aparţin cambiilor din anii precedenţi. Inelul 
de xilem cel mai exterior reprezintă lemnul cel mai tînăr, din ultimul 
an de vegetaţie (din anul în care a fost secționată ramura). Inelele care 
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se succed centripetal, după primul inel, sînt formate în anii anteriori; 
ultimul inel de xilem a fost generat de cambiul vascular în primul an de 
creştere secundară în grosime. 

Xilemul secundar este alcătuit din trahee cu diametrul mai mare 
sau mai mic, dispuse la baza inelului, din parenchim lemnos și fibre 
lemnoase (fig. 126). j 


Fag. 120 — Tilia sp., detaliu structu- 
ral: ca — celule anexe : cb — cambiu 
vascular I:bero-lemnos ; cr — cristale 


de oxalat de calciu (druze); ec — 
elemenie ciuruite , fls — floem secun- 


dar: fI — fibre hbericne sclerenchi- 

sato i pd — mrenchim de dilatare ; 

Z pfi — parenchim floemic; rmp — 

E 4 i Si N raze medulare secundare, rms — 
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În cadrul unui inel anual traheele cu lumenul mare formate la baza 
inelului. împreună cu parenchimul lemnos respectiv, alcătuiesc lemnul 


de primăvară ; traheele cu lumenul mic, formate mai ales spre limita 
superioară a inelului, reprezintă lemnul de vară — toamnă ; 

f. xilemul primar se află sub forma unui inel întrerupt (de razele 
medulare primare) în jurul măduvei ; 

4. Măduva, este alcătuită din țesut parenchimatic ; în unele celule 
medulare sc formează druze de oxalat de calciu, în altele mucilagii ; 

5. Razele medulare, de natură parenchimatică sînt : 

a. primare şi 

b. secundare. 

Razele medulâre primare sînt 2-3-stratificate, alcătuite din celule 
alungite în sens radiar ; ele leagă măduva de scoarță. În zona liberului 
secundar razele medulare primare se dilată formînd parenchimul de di- 
latare, separind liberul în fragmente trapezoidale ; 

Razele medulare secundare, de diferite vîrste, leagă între ele lemnul 
şi liberul secundare de diferite vîrste. (fig. 127). 
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Fig. 127 — Secţiune transversală EEE Ea 

prin tulpina de 4 ani de la filia SEPI Ia Sa E: . $ 
sp.: cb — cambiu vascular lhbero- _ iC == 2- — te 
lemnos; cp — cambii precedente picat EA E > td 


lignificate ; ct — cuticulă; dr — 
druze de oxalat de calciu; ep — 
epiderma ; fb — fibre liberiene; 
fl — felogen ; fd — feloderm; fils 


— floem secundar; ia — 4 inele 
anuale ; pd — parenchim de dila- 
tare; pm — parenchim medular : 
rmp — raze medulare primare; 
rms — raze medulare secundare ; 
zlp — xilem primar ; xls — xilem 
secundar ; xp — xilem de primă- 
vară; rt — xilem de vară—toamnă. 
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12.6. STRUCTURA FRUNZEI 


În cele mai multe cazuri frunzele au o structură primară, fiind alcă- 
tuite numai din țesuturi de origine primară. l 

Materiale necesare : fragmente de laminá decupate din treimea supe- 
rioară a frunzei, conservate în alcool etilic 75—80%/, de al pin (Pinus 
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sp, fag (Fagus sylvatica L.), tutun (Nicotiana tabacum L.), levănţică 
(Lavandula sp.), apă de Javelle, hematoxilină alaunată (hemalaun) după 
Mayer, floroglucină + HCl, HSO; conc., gelatină glicerinată. 

Pregătirea preparatelor 

1. Se fac secțiuni transversale foarte fine cu ajutorul unci lame de 
ras noi și se introduc imediat în apă (de robinet) ; 

2. Secţiunile se javelizează pînă la transparentizare ; 

3. Se spală bine cu apă; 

4. Se colorează cu hematoxilină alaunată d. Mayer, 3—5 minute 
(se va cvita supracolorarea) ; ; 

5. Se spalá cu apă distilată, apoi se transferă în apă de robinet care 
se schimbă de 3—4 ori ; 

6. Se includ în apă distilată (glicerină, sau gelatină glicerinată) şi se 
acoperă cu lamela ; coloraţia se păstrează bine un timp îndelungat. 

Tesuturile se colorează după cum urmează : 

a. pereţii celulari nelignificați apar albastru intens pînă la violet ; 

b. lamelele mijlocii de la colenchim ies în relief ; 

c. nucleele apar negru-albastre ; 

d. cristalele de oxalat de calciu în HSO, conc. se transformă în aglo- 
merări de cristale aciculare fine de gips; 

e. pereții celulari lignificați se KO OERA, cu floroglucină + HCI în 
roșu-vișiniu. 


12.6.1. SECȚIUNE TRANSVERSALA PRIN FRUNZA DE PINUS NIGRA L 


Observaţii şi comentarii : i 


1. După dispoziția ţesuturilor, frunza de la pin este de tip omogen; 

2. Epiderma, unistratificată, delimitată de o cuticulă evidentă, din 
loc în loc cu stomate ; celulele ei au pereții puternic îngroşaţi, astfel că 
lumenul lor apare de forma literei H sau X. 

Epiderma superioară delimitează partea plană, în timp ce epiderma 
inferioară formează partea convexă a frunzei ; 

3. Hipoderma, sclerificată este alcătuită din 1—3 straturi de celule 
cu pereții îngroșaţi, legate între ele prin punetnaţiuril; lumenul celular 
este poligonal ; 

4. Parenchimul asimilator, este alcătuit din celule cloroplastice, ci 
pereţii cutaţi ; 

5. Endoderma, unistratificată, delimitează cilindrul central în care 
sc află două fascicule libero-lemnoase de tip colateral deschis, înconju- 
rate de parenchimul și traheidele de transfuziune ; 

6. Parenchimul de transfuziune, este alcătuit din celule vii, cu cito- 
plasmă parietală și sistem vacuolar bine dezvoltat, lipsite de cloroplaste; 

7. Traheidele de transfuziune, sînt celule lipsite de viață în pereţii 
cărora se află punctuaţiuni areolate ; parenchimul și traheidele de trans- 
fuziune le denumim împreună „măduvă“ mixtă sau parenchim mixt peri- 
vascular ; 

8. Țesutul conducător (nervura), este organizat în două fascicule 
libero-lemnoase colateral deschise, dispuse în parenchimul mixt. 
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Fig. 128 — Organizarea structurală a frunzei la Pinus sp.: 1 — secţiune 
transversală prin frunză; 2 — canal secretor; 3 — detaliu structural mult 
mărit cuprinzînd epiderma şi o parte din mezofil; 4 — țesutul conducător 
hbero-lemnos dispus în măduva mixtă (parenchm traheal de iransfuziune ; 
ca — celule asimilatoare cutate; cb — cambiu intrafascicular ; cl — cloro- 
plaste ; cs — celule sceretoare ; csb — cameră substomatică ; ct — cuticulă ; 
end — endodermă ; ep — cpiderma ; es — epiderma superioară ; fl — floem ; 
hi — hipoderma ; mm — .măduva“ mixtă; mz — mezofil; o — ostiolă; p 
— punctuaţiune ; pc — perete celular lignificat; r — rășină; sc — scleren- 


chim ; st — stomată ; xi — xilem. 
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Un fascicul conducător este alcătuit dintr-un cordon liberian orien - 
tat spre partea convexă a frunzei şi unul lemnos dispus spre parte: 
plană a acestuia. Între liber şi lemn se află cambiul intrafascicular. 

a. cordoanele liberiene, din cele două fascicule, sînt delimitate, pe 
fața lor externă de celule sclerenchimatice în timp ce cordoanele len: 
noase sc sprijină pe celule cu pereţii uşor suberificaţi ; 

Floemul este alcătuit din celule ciuruite şi parenchim liberian, i: 
zilemul din traheide de calibru mic (protoxilem) sau mai mare (mct::- 
xilem) ; 

9. Canale rezinifere, se găsesc în număr variabil (4—6) în mezofilul 
asimilator. Fiecare canal ceste înconjurat de un strat de scleride cu pe- 
roții lignificaţi uniform. Urmează un al doilea strat de celule secreltoare 
de râșină care căptuşeşte cavitatea canalului. Aceste celule secretoare de 
rășină sînt bogate în citoplasmă şi au nuclee mari. În lumenul canalului 
se acumulează rășină (fig. 128). ri 

O structură asemănătoare întilnim la Pinus sylvestris L. 


12.6.2. SECŢIUNE TANSVERSALA PRIN FRUNZA DE FAGUS SYLVATICA 


æ 


Observaţii și comentarii 

1. După dispoziția ţesuturilor, frunza de la fag este de tip dorsi- 
ventral ; | 

2. Epiderma superioară, este alcătuită din celule heterodiametrice cu 
pereţii celulozici, subțiri; la exterior se observă o cuticulă evidentă; 

Mezofilul este reprezentat de următoarele ţesuturi : 


3. Tesutul palisadic,, este alcătuit din celule prozenchimatice, numite 
palisadice, dispuse perpendicular pe epidermâ. Celulele palisadice sînt 
bogate în cloroplaste şi astfel dispuse încît între ele se creează spaţii 
intercelulare mai mici sau mai mari; numărul straturilor palisadice va- 
ricză pe lăţimea laminei (fig. 129). 


Îp  F:g. 129. Fagus sylvatica, detaliu al  mezofilului: 
co—celule colectoare; cl—cloroplaste ; ct—cuticula ; 
es—epiderma superioară; tp—ţesut palisadic. 


4. Țesutul lacunar (lacunos, spongios), alcătuit din cîteva straturi 
celulare completează mcezofilul laminci ; este reprezentat de celule de 
diferite forme, dispuse neordonat ; între ele se formează lacune aeriferc 
de diferite dimensiuni, de unde şi numele pe care îl poartă; 

5. Epiderma inferioară, ca şi cea superioară este alcătuită din celule 
hetcrodiamctrice, dar ceva mai mici decît cele ale epidermei superioare. 
Din loc în loc se observă stomate cu camere substomatice evidente ; 

6. Tesutul conducător foliar este organizat în fascicule libero- 
lemnoase colateral închise ; la rîndul lor, acestea alcătuiesc nervurile : 
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a. cordonul lemnos (xilemul) este orientat întotdeauna spre epi- 
derma superioară (fața ventrală a frunzei). Este alcătuit din traheide 
şi trahee inelate şi spiralate dispuse radiar, legate între ele de celule 
ale parenchimului lemnos ; xilemul din frunză este organizat în proto- 
xilem dispus spre polul superior al fasciculei și metaxilem dispus spre 
cel inferior (spre cordonul liberian). În acest caz spunem că xilemul are 
o creştere dorsipetală ; 

b. cordonul liberian (floemul), situat imediat sub xilem, spre epi- 
derma inferioară (faţa dorsală a frunzei): Este alcătuit din tuburi ciu- 
ruite, parenchim liberian şi fibre sclerenchimatice. Acestea din urmă 
fragmentează liberul în mai multe pachete distincte. Spre deosebire 
de xilem, flocmul din frunză se dezvoltă și se maturează ventripetal. 

7. Sclerenchimul perifascicular (teacă, coroană perifasciculară), este 
alcătuit din celule sclerenchimatice, cu pereții lignificați. Grosimea lui, 
în jurul fasciculelor este variabilă ; 

8. Calote colenchimatice polare. La cei doi poli ai fasciculelor con- 
ducătoare mari se află cite o calotă de cclenchim tabulo-angular ; calota 
de la polul inferior al fasciculelor este ceva mai mare decit cea supe- 
rioară. La polii fasciculelor mici se pot vedea adesca idioblaste cu druze 
de oxalat de calciu (fig. 130). 


Fig. 130. Secţiune lransver- 
sală prin frunza de Fagus tp 
sylvatica : cr—cristale de 
oxalat de calciu; ct—cuti- 
cula ; epi—epiderma infe- $B ( 

rioară ; eps—epiderma su- Hl A STAD : 

perioară ; fl—floem ; st— > / SA fl 
stomată ; ti—ţesut lacunar 
(spongios); tp—ţesut pa- 

lisadic ; xl—xilem ; 


Precizare : nervurile groase (principală și secundară) sînt alcătuite 
la baza laminci, din mai multe fascicule libero-lemnoasc. Acestea scad 
treptat ca număr spre virful, respectiv marginile laminei frunzei. 


12.6.3. SECȚIUNE TRANSVERSALA PRIN FRUNZA DE LAVANDULA SP. 

Observaţii și comentarii : | 

1. După dispoziția ţesuturilor, frunza este amfistomatică, de tip 
dorsiventral ; 

2. Epiderma superioară, este alcătuită dintr-un singur strat de 
celule izomorie, întrerupte de stamate şi peri (simpli şi glandulari). 
Pereţii tangenţiali extemi sint evident bombaţi şi acoperiţi de cuticulă. 

Mezofilul este reprezentat de două țesuturi : 

2. Țesutul palisadic, este format dintr-un singur strat de celule 
palisadice cloroplastice, de tip prozenchimatic, dispuse perpendicular pe 
epiderma superioară. Între celulele palisadice se află spaţii intorcelulare 
de diferite mărimi ; sub stomate se află camere substomatice ; 


279 


3. Țesutul lacunar (lacunos, spongios), este format din celule hetero- 
morfe astfel dispuse încît între ele rămîn lacune acrifere de dimensiuni 
diferite. Pe lîngă spaţiile menţionate, în dreptul stomatelor din epi- 
derma inferioară se află lacune aerifere. 

Celulele conțin cloroplaste în număr mai mic decit cele palisadice. 

4. Epiderma inferiară, este ca şi cea superioară unistratificată, alcă- 
tuită din celule strîns unite între ele. Din loc în loc epiderma este între- 
ruptă de stomate și peri glandulari și peri tectori ramificaţi. | 

5. Țesutul condutător este organizat în fascicule libero-lemnoase 
colateral închise. Analizînd nervura principală observăm : 

a. cordonul lemnos (xilemul) este orientat spre epiderma superioară ; 
este alcătuit din trahee şi trahcide inelate și spiralate dispuse radiar, 
unite între ele de parenchim lemnos ; 

b. cordonul liberian (floemul), se află imediat sub xilem, fiind orien- 
tat spre epiderma inferioară. Este alcătuit din tuburi ciuruite însoțite 
de celule anexe şi parenchim liberian ; 

Parenchiwmul perifascicular este țesutul parenchimatic care încon- 
joară fasciculul libero-lemnos ; 

6. Calote colenchimatice polare. Sînt două pachete de celule colen- 
chimatice dispuse la cej doi poli ai fasciculei libero-lemnoase. Polul 
inferior al fasciculci împreună cu calota colenchimatică respectivă deter- 
mină o prcieminență evidentă a frunzei (fig. 131). 


12.6.4. SECȚIUNE TRANSVERSALA PRIN FRUNZA DE-ZEA MAYS L 


Observaţii și comentarii. 

1. După dispoziţia ţesuturilor frunza de porumb este amfistomatică, 
de tip omogen ; 

2. Epiderma superioară, este alcătuită din celule heterodiametrice, 
strîns unite între ele. Din loc în loc se observă stomate, peri şi celule 
buliforme (acvifere) ; sub stomate se evidenţiază clar, camere substo- 
matice ; 

Mezofilul, omogen este alcătuit din celule asimilatoare uniforme, 
bogate în cloroplaste, cu intercelulare în general mici ; 

4. Epiderma inferioară, este asemănătoare cu cea superioară cu deo- 
sebirea că este lipsită de celule buliforme. Ambele epiderme sînt deli- 
mitate de cîte o cuticulă evidentă ; 

5. Tesutul coducător, este organizat în fascicule  libero-lemnoase 
de tip colateral închis şi dispuse în mezofil sub formă de nervuri. 

Fasciculele libero-lemnoase care reprezintă nervurile secundare sint 
mai mici ; ele sînt dispuse în partea mediană a mezofilului. Fasciculul 
care reprezintă nervura mediană este mult mai mare, determinînd pro- 
ieminarea frunzei pe parte» dorsală, în dreptul acestuia : 

a. cordonul lemnos (xilemul), este reprezentat de cîteva vase pro- 
toxilematice cu dispoziţie ventrală (feta superioară) şi două vase mari 
de metaxilem de o parte și de alta a fasciculului. Vasele lemnoase sînt 
legate între ele de celule ale parenchimului lemnos. Dezvoltarea lem- 
nului în frunză se face dorsipetal. 

b. cordonul liberian (floemul), situat imediat sub cel lemnos este 
alcătuit din elemente ciuruite şi parenchim liberian ; 
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F1g. 131 — Secţiune transversală prin fruza de Lavandula sp.: 1 — fragment 

structural ; 2 — stomata în secţiune transversală ; 3 — stomata în secţiune tan- 

gențială : ca — celule anexe ; col — colenchim ; cst — celule stomatice: ct — 

cuticula ; ei — epiderma inferioară ; es — epiderma superioară; fl — floem; 

ost — ostiolă; ps — pori sccretori ;pt — pori tectori; tc — ţesut conducător; 

tip — teacă fasoiculară parenchimatică ; tl — ţesut lacunar (spongios); tp — 
ţesut! palisadic. 


6. Tesutul perifascicular, este reprezentat în cazul fasciculelor mari 
de un cordon sclerenchimatic unistratificat pe părţile laterale, pluristra- 
tificat numai la polii fasciculelor. În acest ultim caz sclerencsimul atinge 
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cele două cpiderme. Fasciculele mici sînt înconjurate de teci parenchi- 
matice asimilatoare, perifasciculare (fig. 132 a). 

Precizare : celulele buliforme (3—5 celule) sînt situate numai în 
epiderma superioară, în dreptul fasciculelor mici (nervurile secundare) ; 
stomatele sînt de tip halteriform (fig. 132 b). 
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Fig. 132 a — Secţiune transversală prin frunza de Zea mays: cb — celule buli- 
forme ; cs — cameră substomatică; ct — cuticulă: ep: — epiderma infe- 
rioara ; eps — opiıderma superioară ; fl — floem: pa — parenchim asimi- 
lator ; scl — sclerenchim ; st — stomate ; ta — teacă asimilatoare ; zi — xilem. 


Fig. 132 b. Organizarea structurală a stomatei la Zea mays: ca — 
ceiule anexe; ce — celule epidermale ; cs — cameră substomatică ; 
cst — celule stomatice; o — ostiolă. 
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13. EXPERIENȚE DE FIZIOLOGIE VEGETALĂ 


13.1. FIZIOLOGIA CELULEI 
13.1.1. OSMOZA PRIN MEMBRANE PERMEABILE 


Membranele permeabile permit trecerea, atît a apei cît și a substan- 
tci dizolvate în apă. Acest lucru se poate demonstra cu ajutorul osmo- 
metrului Dutrochet. El se compune dintr-un tub de sticlă în formă de 
pilnie (fig. 133) care are fixată la partea mai largă o membrană de 
intestin animal degresată şi umectată. 


Fig. 133 — Osmomcetrul Dutrochet. 


Modul de lucru. În interiorul osmometrului se toarnă o soluţie 
osmotic activă (de exemplu zaharoză 100/ sau NaCl 200/). Apoi se spală 
la exterior osmometrul de resturile de soluție, după care se introduce 
cu membrana nitr-un vas cu apă distilată, care are pe fund un grătar 
de sticlă sau de lemn. Se notează nivelul lichidului din osmometru, 
după un timp observîndu-sc că acesta creşte datorită pătrunderii mai 
rapide a moleculelor de apă de la exterior la interior decît a ieșirii 
moleculelor de substanţă de la interior spre exterior. Aceasta înseamnă 
că endosmoza se desfăoșară cu o viteză mai mare decît exosmoza. Se 
observă apoi o scădere a nivelului lichidului din osmometru datorită 
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micșorării în timp a diferenței de concentraţie între mediul intern şi 
mediul extern pentru ca la egalizarea concentraţiilor nivelul lichidului 
din osmometru să rămînă constant. 


13.1.2. OSMOZA PRIN MEMBRANE SEMIPLRMEABILE 


Membranele semipermeabile permit trecerea apei şi opresc trecerea 
substanţei dizolvate în apă. O astfel de membrană semipermeabilă se 
poate obține în urma reacției dintre ferocianura de potasiu şi sulfatul 
de cupru. Precipitatul de ferocianură de cupru ce se formează constituie 
o membrană semipermeabilă de precipitare. 

KAFe(CN)g + 2CuSO, — Cu Fe(CN) + 2K2S0, ' 

Modul de lucru. Într-o eprubetă sînt introduşi cîţiva mililitri de 
soluție de CuSO; 1,5 N, peste care este pus un cristal de ferocianură de 
potasiu. Ca urmare a diozlvării treptate a cristalului de ferocianură de 
potasiu se formează o membrană semipermeabilă de ferocianură de 
cupru care înconjoară cristalul] de ferocianură de potasiu. Apare astfel 
o formațiune asemănătoare unci celule denumită „celula artificală a lui 
Traube“. Între membrană şi cristal se "formează o soluție concentrată de 
` ferocianură de potasiu care este osmotic activă şi atrage apa din soluţia 
de sulfat de cupru. Ca urmare, volumul „celulei“ va crește, membrana 
se va rupe, iar soluţiile venind din nou în contact vor, reface membrana. 
În urma acestor ruperi și refaceri repetate ale membranei în eprubetă 
va lua naştere o formaţiune asemănătoare cu o algă brună. i 

Membrane semipermeabile rezistente se pot obține în pereții unor 
vase de lut sau de porțelan poros. ' 

În interiorul unui vas poros este introdusă soluția de ferocianură 
de potasiu 0,5 N (211,17 g K,Fe(CN)' 3H»0/l), după care atesta se 
introduce nîtr-un alt vas mai mare care conține o soluție normală (N) 
de CuSO; (124,86 g CuSO; : 5H>O sau 79,82 g CuS0,/l) unde este ținut 
timp de 20 de minute. În pereții vasului poros se formează o membrană 
semipermeabilă de ferocianură de cupru rezistentă (rezistența fiindu-i 
conferită de peretele vasului poros). - 

Se scoate vasul poros din soluţia de sulfat de cupru, se varsă soluția 
de forescianură de potasiu şi se clăteşie cu apă distilată. Cu ajutorul 
acestuie vas poros, care conţine în pereți o membrană semipermeabilă 
rezistentă, se poate construi un osmometru Pfeffer (fig. 134), cu care 
putem determina presiunea osmotică a unei soluţii oarecare. Acest osmo- 
motru poate funcţiona 2—3 zile. Înainte de fiecare întrebuințare mem- 
brana trebuei refăcută după ce, în prealabil, porii vasului au fost spă- 
lati cu acid clorhidric timp de 15—20 de minute şi apoi cu apă 
distilată. 


13.1.3. PLASMOLIZA ŞI DEPLASMOLIZA 


Plasmoliza reprezintă micșorarea volumului protoplastului dintr-o 
celulă vie, în urma unei sustrageri de apă din cl şi mai ales din sucul 
celular, de către o soluţie externă hipertonică, sustragere în urma căreia 
plasmalema începe să se desprină de peretele celular, mai întîi la unghiu- 
rile celulei (pasmoliză incipientă), apoi și în alte zone (plasmoliză con- 
cavă), iar în final aproape total (plasmoliză conveză). 


284 


Fig. 134 — Osmometrul Pfeffer. 


Deplasmoliza are loc prin intervenția unui curent endosmotic care 
reface turgescența celulei. 

Modul de lucru. Se ia un fragment din epiderma superioară a frunzei 
modificate din bulbul de ceapă şi se aşează pe o lamă microscopică 
într-o picătură de KNO, 1M (101,11 g KNO)/l), peste care se pune o 
lamelă. Acest preparat se examinează la microscop. 

În soluţia hipertonică de KNO; celulele epidermei de ceapă pierd . 
apă, vacuolele se contractă şi protoplasma se desprinde de peretele celu- 
lozic. În primele 2=—3 minute se va observa plasmoliza concavă apoi în 
următoarele 10—15 minute apare plasmoliza convexă (fig. 135). 
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Deplasmoliza se obțnie prin înlocuirea soluției de KNO; cu apă. 
Pentru aceasta se pune o picătură de apă pe una din laturile lamelei, în 
timp ce pe latura opusă se absoarbe soluţia de KNO; cu ajutorul unei 
hirtii de filtru sau sugativă. Sucul celular fiind concentrat, absoarbe 
apa, iar protoplastul revine treptat la forma inițială — redevine 
turgescent. 


Fij. 135 — Tipuri de plasmoli:ză în ce- 
1 — p. iniţială; 2 — p. concava; 
3 — p. convexă. 
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13.1.4. MĂSURAREA PRESIUNII OSMOTICE CU AJUTORUL 
SOLUȚIILOR IZOTONICE 


Cunoașterea valorii presiunii osmotice a ţesuturilor vegetale pre- 
zintă atit o importanţă teoretică cît şi una practică, oferindu-ne indicii 
asupra gradului de aprovizionare cu apă a plantelor. Acesta este unul 
din indicii fiziologice folosiți în stabilirea momentulu de udare în cazul 
culturilor irigate. 

Datorită faptului că determinările se fac pe celule intacte acest pro- 
cedeu este unul din cele mai corecte prezentind și avantajul de a fi 
foante rapid. \ 

Modul de lucru. Ca plamolitic se foolsește o solutie de zaharoză ale 
cărei molecule pătrund greu în celule, iar ca material biologic epiderma 
inferioară a frunzelor modificate ale bulbuului de ceapă. 

Pornind de la o soluţie de zaharoză 1M se pregătesc soluţii cu con- 
centraţiile de 0,46 ; 0,48 : 0,50; 0,51; 0,52 ; 0,53 M, care se iau în volume 
de cîte 10 ml şi se pun fiecare în cite o sticlă de ceas. Se desprind apoi 
segmente de epidermă de pe aceeaşi paralelă şi de pe aceiaşi: frunză 
modificată de la bulbul de ceapă şi se introduc cîte două în fiecare 
sticlă de ceas. Se acoperă sticlele de ceas pentru a împiedica evaporaţia 
iar pe capace se va nota concentrațiile soluțiilor după care se lasă în 
repaus timp de o oră. După acest timp se examinează la microscop 
segmentele de cpidermă pentru a se stabili în care din soluţii se observă 
începutul de plasmoliză, marcat prin desprinderea protoplastului numai 
în colţurile (unghiurile) celulelor. Pentru a considera că pe un anumit 
segment de epidermă se întîlneşte începutul de plasmoliză trebuie ca 
aproximativ 500/ Cin celule să arate acest început. Soluţia respectivă 
se consideră ca fiind izotonică cu sucul vacuolar. Soluţiile în care nu 
se obs$rvă nici un început de plasmoliză sînt hipotonice faţă de sucul 
vacuolar iar cele în care se produce o plasmoliză concavă sau convexă 
sînt considerate hipertonice. 

Cuncscind faptul că 1 ml de zaharoză solvit într-un litru de apă 
dezvoltă o presiune osmotică de 22,41 atmosfere, printr-o regulă de 
trei simplă se poate calcula valoarea presiunii osmotice a sucului vacuolar 
al celulelor cu care se lucrează. 


Exomplu : Dacă 1 mol zaharoză dezvoltă . . . 22,41 atm 
eE iat acei al ri X 
X == JAE Xe ~= 11,2 m 


13.1.5. MASURAREA FORȚEI DE SUCȚIUNE 
A CELULELOR DIN PARENCHIMUL TUBERCULULUI DE CARTOF 
(METODA PRINGSBEIM) 


Apa pătrunde în celule fiind atrasă de o forţă denumită de A. Urs- 
prung și G. Blum forţă de sucţiune. Ea reprezintă diferența existentă 
la un moment dat între presuinea osmotică (Po) şi presiunea de turges- 
cenţă (T) a celulelor. S = Po — T. 

Principiul metodei constă în măsurarea lungimii unor segmente 


dintr-un tubercul de cartof, care se introduc în soluții de zaharoză de 
t 
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concentraţii diferite. Soluţia în care lungimea segmentului de tubercul 
rămîne neschimbată are presiunea osmotică egală cu forţa de sucțiune 
a celulelor. 

Modul de lucru. Pornind de la o soluței de zaharoză 1 M se pregă- 
tesc volumetrice o serie de 5 concentraţii : 0,2 M; 04 M; 0,6 M; 0,8 M; 
1 M, şi apă distilată. (De cxemplu pentru soluţia 0,2 M se iau 2 ml 
soluţie de zaharoză 1 M peste care se adaugă 8 ml de apă distilată). Se 
introduce fiecare soluţie în cîte o eprubetă pe care se notează concen- 
traţia și se agită bine pentru omogenizarea soluţiilor. Cu aujtorul unui 
perforator se scot 6 segmente de acceaşi lungime (50 mm) dintr-un 
tubercul de cartof introducând cîte unul în fiecare eprubetă. Segmentele 
se lasă în contact cu soluţiile de zaharoză minimum două ore. Apoi se 
scot pe rînd segmentele de tubercul: din eprubete, se tamponează uşor 
cu o hîrtie de filtru sau sugativă după care se măsoară din nou cu aju- 
torul unci rigle. Se constată că unele segmente au crescut în lungime 
(cele din soluţiile mai diluate), altele au scăzut (cele din soluţiile mai 
concentrate). Se caută să se determine soluţia în care lungimea seg- 
mentului a rămas constantă — adică soluţia izotonică. Dacă în nici una 
din soluţii lungimea segmentului de tubercul de cartof nu a rămas con- 
stantă soluţia izotonică va fi reprezentată de mediu celor două concen- 
tratii succesive în care în prima lungimea segmentului a crescut puţin 
iar în cea de a doua a scăzut puţin. 

Creşterea sau scăderea în lungime a segmentelor este determinată 
de valorile mai mici sau mai mari ale presiunii osmotice a soluţiilor 
față de valoarea forței de sucţiune a celulelor. În eprubetele în care 
lungimea segmentelor a crescut forța de sucţiune a celulelor a depăşit 
valoarea presiunii osmotice a soluţiilor celulelor absorbind apă din 
soluția de zaharoză în timp ce în eprubetele în care lungimea segmen- 
telor a scăzut presiunea osmotică a soluţiilor a depășit valoarea fortei 
de sucţiune a celulelor soluţiiie absorbind apa din celule. În eprubeta 
în care segmentul a rămas la lungirea iniţială. forța de:sucţiune a celu- 
lâlor este cgală cu presiunea osmotică a soluție. 

Cunoscînd concentraţia acestei soluţii se calculează valoarea for- 
tei de secţiune cu ajutorul relației : S — C.R.T. în care : 

S == forţa de reacțiune a materialului vegetal 

C = concentraţia soluţiei, izotonice 

T = temperatura absolută (= 273 + temperatura de lucru din 
laborator). 


13.1.6. DETERMINAREA FORTEI DE SUCȚIUNE A ȚESUTURILOR 
VEGETALE PRIN METODA CURENȚILOR (METODA SARDAKOV) 


Principiul metodei este acelaşi ca şi în experiența anterioară cu 
deosebirea că modificarea concentraţiilor soluţiilor se evidenţiază pria 
compararea densităţii soluției inițiale cu densitatea aceleiaşi soluţii în 
care s-a tinut un ţesut vegetal. 

Mociu: de lucru. Se ia un şir de eprubete cu cîte 10 ml soluţii de 
zahsroză în concentrații succesive de la 0,1; 0,2; 0,3 .. şi pînă la 1 M. 
Se ia un-al doilea şir paralel de eprubete şi se pune în fiecare eprubetă 
cite 2 ml din soluțiile inițiale. 
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În eprubctele din acest al doilea șir se introduc cîte 10 rondele de 
frunză suprapuse ţinute pe o bucată de scîndură. Se va aveu grijă ca să 
nu rămînă lipite de pereţii eprubetelor ci ele să fie în contact cu solutia. 
După 20--30 de minute de la introducerea rondelelor în fiecare din 
aceste eprubete se introduce cîte un cristal de albastru de metiicn şi se 
agitá cprubetele al căror conţinut se colorează în albastri. Apoi cu cîte 
o pipetă Pasteur se ia din fiecare eprubetă cîte o coloană de 14—15 cm 
de soluţie colorată, se introduce pipeta în eprubeta corespunzătoare (ca 
concentrație) din primul şir pînă la mijlocul coloanei de soluţie şi sc 
dá drumul cu atenţie unei picături. Se scoate încet pipeta pentru a nu 
provoca curenţi și se urmărește picătura colorată lăsată în eprubeta din 
primul șir. 

La eprubetele cu soluţii hipotonice se vor observa curenţii descen- 
denti (picătura colorată coboară) datorită concentrării acestor soluții 
din care celulele țesutului vegetal, cu forță de sucțiune mai mrac decit 
presiunea osmotică a soluției, au absorbit apă. La eprubetele cu concen- 
trații mari, hipertonice se vor observa curenţi ascendenți (picătura urcă) 
datorită diluării acestor soluţii în urma absorbției apei din țesuturi, ele 
avind presiunea osmotică mai mare decit forța de sucţiune a țesutului 
vegetal. 

În eprubeta în care picătura coloratá rămîne pe loc (nu se observă 
nici un fel de curenți) înseamnă că soluția este izotonică cu sucul va- 
cuolar din tesut. 

Pornind de la valoarea concentrației acestei soluții se calculează 
valoarea forței de sucțiune a celulelor țesutului după formula : 

S= RTCi în care: 
R = 0,0821 (constanta gazelor perfecte). 
T == temperatura în scară absolută (== 273 + temperatura de lucru din 
laborator). 
C = concentraţia soluției izotonice (în moli). 
i = coeficientul izotonic (în cazul zaharozei = 1). 


13.2. REGIMUL DE APĂ AL PLANTELOR 
13.2.1. LOCALIZAREA ABSORBȚIEI APEI PRIN RĂDĂCINI 


La plantele vasculare terestre, ale căror rădăcini prezintă peri ab- 
sorbanţi, absorbţia apei are loc mai ales la acest nivel. 

Modul de lucru. Pentru a stabili zona prin care se face absorbţia 
apei de către rădăcini se iau două plantule ce prezintă o rădăciniță semi- 
nală lungă şi se introduc în două pahare Berzelius în următoarele poziţii : 
una în așa fel încît zona perişorilor absorbanţi să fie în apă (un strat 
gros de apă și unul subţire de ulei) iar cea de a doua cu zona perişori- 
lor absorbanţi în ulei şi vîrful rădăcinii în apă (un strat subţire de apă 
și unul gros de ulei) așa după cum se poate observa în fig. 136. După 
un interval de timp se va constata câ plantula ai cărei peri absorbanţi 
au stat în stratul de ulei se va veşteji demonstrîndu-se astfel că absorbția 
apei se face prin perii absorbanți. 


13.2.2. DETERMINAREA CANTITĂȚII DE APĂ ABSORBITĂ PRIN RADACINI 


Intensitatea: absorbției apei de către rădăcinile plantelor se deter- 
mină cu ajutorul potometrelor (recipiente de sticlă umplute cu apă şi 
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Fig. 136 — Localizarea ubsorbţici apei la 
nivelul rădăcini. 


prevăzute cu un tub gradat pe care se citeşte cantitatea de apă absorbită 
de rădăcinile plantei fixate în interiorul lor). 

Modul de lucru. Se umple potometrul cu apă şi se fixează în dopul 
lui planta de experiență după ce în prealabil au fost spălate rădăcinile 
pentru îndepârtarea pămîntului rămas pe ele. Se introduc rădăcinile 
plantei în apa din potometru carc se astupă cu dopul prin care trece 
planta. Dacă potometrul este prevăzut cu pilnie și robinet (fig. 137 se 


Fig. 137 — Potometrul Vesque : u — pi- 
cătură de ulei. 


aduce coloana de apă din tubul gradat la zero prin deschiderea robine- 
tului iar dacă nu, se notează nivelul apei din tubul gradat. Apoi se 
introduce în capătul tubului gradat o picătură de ulei pentru a împiedicz 
evaporarea. Se lasă instalația în repaus la temperatură constantă iar 
după o oră se citește pe tubul gradat volumul de apă absorbit de rădăcini. 


13.2.3. ABSORBȚIA APEI PRIN FRUNZE 


Deși plantele aeriene au drept organ specializat în absorbţia apci 
rădăcinile, ele au posibiltatea de a absorbi apa și prin frunze. 

Modul de lucru. Frunzele cu care se experimentează se lasă cîteva 
ore la temperatura camerei ca să se ofilească puţin, după care li se 
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parafincază suprafaţa de secțiune a pețiolului, se cîntăresc la balanța 
analitică şi se scufundă într-un cristalizator cu apă. 

După o oră se scoate frunza din apă, se tamponează cu hîrtie de 
filtru pentru a înlătura apa de pe suprafaţa ei şi se cîntărește din nou. 
Făcindu-se diferența între greutatea obţinută şi greutatea iniţială se 
determină cantitatea de apă absorbită de frunză. Se raportează cantitatea 
de apă absorbită fie la 100 g frunze proaspete fie la unitatea de supua- 
față (dm?) pentru intervalul de timp de o oră. În cazul raportării la 
unitatea de suprafaţă, suprafața foliară se determină prin metoda mu- 
lajelor. 


N 
13.2.4. DETERMINAREA INTENSITĂȚII TRANSPIRAȚIEI 
CU AJUTORUL PATOMETRELOR 


Transpiraţia reprezintă procesul de eliminare a apei de către plante 
sub formă de vapori. Intensitatea transpiraţiei plantelor variază de la 
o specie la alta şi chiar de la un organ la altul în funcție de structura 
lor anatomică. 

La plantele superioare organul cel mai bine adaptat îndeplinirii 
acestei funcţii este frunza datorită grosimii ei relativ mici, suprafeţei 
mari de contact cu aerul atmosferic şi prezenţei stomatelor. 

Modul de lucru. Se fixează planta sau ramura, căreia vrem să-i de- 
terminâm intensitatea transpirațţiei, în orificiul dopului potomctrului 
şi se introduce dopul în potometrul umplut cu apă pînă la refuz, în așa 
fel] ca să nu rămînă bule de aer în interiorul său (fig. 138). Prin intro- 
ducerea dopului, excesul de apă trece în tubul gradat al potomctrului. 


it 
a 
Fig. 138 — Diferite tipuri de potomeire: a — potometrul Mangin; b — poto- 
metrul Pfeffer; c — potom ‘Su contecț:onat dintr-o eprubetă. 


Sc etanșcază apoi dopul potometrului cu ceară moale sau parafină topită 
verilicind apoi etanșeitatea instalaţiei (dacă potometrul este etanș ap: 
nu trebuie să se scurgă prin tubul gradat al potometrului la înclinarea 
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acestuia și nici să se deplaseze în acest tub la ţinerea lui în poziţie nor- 
mală timp de un minut). 

După această verificare se introduce în tubul gradat o picătură de 
ulei pentru a împiedica evaporarea apei din tub și se lasă instalația 
la temperatura camerei. Planta pierde apă prin transpirație, apa pierdută 
fiind înlocuită prin absorbţia unei cantităţi egale de apă din potomciru, 
fapt evidențiat prin deplasarea meniscului din tubul gradat înspre pots- 
metru. 

Notind nivelul apei din tubul gradat la începutul experienței şi 
după o oră de repaus la temperatura camerei se află volumul de apă ab- 
sorbit de către plantă pentru a înlocui apa pierdută prin transpiratie. 

Rezultatele obţinute prin această metodă nu sînt exacte deoarece în 
timpul montării experienţei se pot astupa vasele de lemn ale ramurei 
și ca urmare se îngreunează absorbția apei care nu va mai fi egală cu 
transpiraţia. De asemenea, se poate întîmpla ca plantele cu care se expe- 
rimentează să aibă un deficit de apă în acest caz absorbţia depășind tran- 
spiraţia. Aceste erori pot fi evitate în bună parte prin secționarea sub 
curent de apă a ramurei folosite în experiență și prin determinarea apei 
pierdute prin transpiraţie, prin cîntărirea potometrului la începutul şi 
la sfîrşitul experienței. 

Pentru a determina intensitatea transpirației trebuie să determinăm 
mai întîi suprafața foliară a plantei sau ramurei folosite cu ajutorul 
metodei mulajelor. Pentru aceasta se desprind frunzele, li se desenează 
conturul pe o hritie de calc, se decupează mulajele astfel obţinute și 
se cîntăresc cu o precizie de 0,1 g. Din aceeaşi hîrtie de calc se decu- 
pează un pătrat cu latura de 10 cm (== 1 dm?) câruia i se determină 
greutatea. Apoi printr-o regulă de trei simplă se determină suprafata 
mulajelor frunzelor. 

Cunoscînd cantiatea de apă eliminată în timp de o oră şi supra- 
fata foliară a plantei sau ramurei cu frunze se calculează intensitatea 
transpiraţiei exprimată în g apă/dm?/h. 

Intensitatea transpirației se poate raporta şi la unitatea de greutate 
proaspătă (100 g substanță proaspătă). În acest caz se aplică formula: 


SR CX 100. + 
1r. = — in cara: 
g 
C = ćantiatea de apă (în g) eliminată de frunze în timp de o oră . 
100 = coeficient pentru exprimarea intensității transpiraţiei în 04 
g == greutatea frunzelor (în ,g). 


13.2.5. DETERMINAREA INTENSITĂȚII TRANSPIRAȚIEI PRIN 
METODA COLORIMETRICĂ STAHL 


Determinarea intensității transpiraţiei prin această metodă arc la 
bază proprietatea sărurilor de cobalt uscate care în prezența vaporilor 
de apă trec de la culoarea albastră la culoarea roz. Mai des se foloseşte 
clorura de cobalt (CoCl). 

Modul de lucru. Se prepartă o sluţie de clorură de cobalt 50/ în care 
se înmoaic bucăţi de hîrtie de filtru avînd grijă ca ele să se îmbibe cît 
mai uniform. Se lasă apoi.să se scurgă excesul de soluţie de pe cele şi se 
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usucă la termostat. Hiîrtiile uscate, care au o culoare albastră se taie îi: 
bucâţele mici (0,5/0,5 cm) şi se păstrează în eprubete închise în care s-a 
pus puţină clorură de calciu pentru a crea o atmosferă perfect uscată. 

Pentru determinarea intensității transpiraţiei se ia cu penseta o 
bucată de hîrtie pregătită şi se așează pe una din feţele frunzei de cerce- 
tat. Hirtia sc fixează pe suprafaţa frunzei cu ajutorul a două lame de 
sticlă prinse la capete cu cîte un inel de cauciuc. Intensitatea transp.- 
raţiei se apreciază prin măsurarea timpului necesar virării culorii hirtici 
de la albastru la roz. 


13.2.6. DETERMINAREA INTENSITĂȚII TRANSPIRAȚIEI PRIN 


A METODA GRAVIMETRICĂ 


Principiul acestei metode constă în cîntărirea plantei, a ramurei,sau 
a frunzci, la care se efectuează determinara, la începutul experienței $ 
după o oră de repaus la temperatura camerei. 

Modul de lucru. Într-un pahar cu apă se introduce peţiolul unei 
frunze de muşcată căreia i-am determinat suprafața prin metoda mu- 
lajelor, iar peste apa din pahar se pune un strat de ulei pentru a opri 
evaporarea apei (fig. 139). Se cîntăreşte paharul astfel pregătit, iar dup. 
o oră de repaus se cînlăroște din nou. La o a doua cîntărire se constată 
o scădere a greutății care reprezintă apa pierdută de frunză prin transpi- 


| 


Fg. 139 — Determinarea intensității transpirației prin 
metoda gravımetrıcă. 


ratice. Cunoscînd suprafața frunzei, diferența de greutate (apa picrdută 
prin transpiraţie şi-timpul (în ore) cît a durat experiența se poate cal- 
cula intensitatea transpirației care se exprimă în g apă/dm?jh. 


13.2.7. EVIDENŢIEREA GUȚAȚIEI 


Gutaţia este fenomenul prin care plantele elimină apa sub formă de 
picături. Acestea sînt eliminate prin nişte formaţiuni speciale numite 
hidatode (căi de apă). 

Modul de lucru. Se ia un ghiveci cu plante tinere de grîu sau porumb, 
se udă bine pămîntul din ghiveci, după care se aşează ghiveciul pe © 
placă de sticlă şi se acoperă cu un clopot de sticlă. Clopotul se etanșcază 
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pe placa de sticlă cu plastilină sau ceară. Instalaţia astfel pregătită se 
ţine la întuneric, la temperatura caremei. După' cîteva ore la vîrful frun- 
zelor se va putea observa apariția unor picâturi de apă. : 


13.2.8. EVIDENŢIEREA CONDUCFRII APEI PRIN VASELE DE LEMN 


La plantele vasculare apa este condusă de la rădăcină și pînă la frunze 
prin vasele de lemn grupate în fascicole conducătoare lemnoase (la ră- 
dăcină) sau libero-lemnoaste (la tulpină şi frunze). 

Modul de lucru. Se iau cinci fragmente de ramură de soc lungi de 
10—15 cm prevăzute la partea superioară cu cîte doi muguri. La primul 
fragment sc îndepătrează scoarța pe o distanță de 3—4 cm începînd de l2 
bază (fig. 140) la cel de al doilea se îndepărteazâ măduva pe aceiaşi dis- 
tanță ; la al treilea se îndepătrează scoarţa şi măduva ; la al patrulea se 


Fig. 140 — Tvidenţicrea conduceri apei în tulpină prin vasele de 

lemn ; 1 — scoarţa şi lhberul îndepărtate !a bază: se — scoarță; 

l1 — lemn: m — măduvă; 2 — măduvă îndepărtată; 3 — scoarța, 

hberul și măduva îndepărtate; 4 — toate țesuturile întrerupte în 
lung în formă de spirală ; 5 — ramură intactă 


întrerup toate țesuturile (inclusiv lemnul) făcîndu-se nişte crestături 
cu o lățime de 3—4 mm, de jur împrejurul ramurii, la diferite nivele 
începînd de la o distanță de 3—4 cm de la capătul inferior al fragmen- 
tului ; cel de al cincilea fragment se lasă intact. Fragmentele astfel pre- 
gătite se introduc cu partea bazală într-un pahar cu apă şi se lasă la 
temperatura camerei. După 3—4 zile se constată că fragmentele 1. 2, 3 și 
5 vor forma frunze în timp ce al patrulea fragment (cu vasele de lemn 
secționate) se va usca. Aceasta ne demontsrează faptul că apa este cou- 
dusă prin vasele de lemn. 


13.2.9. PUNEREA ÎN EVIDENȚĂ A PRESIUNII RADICULARE 


Pimăvara devreme, înaintea apariției primelor frunze, ascensiunea 
apoi în corpul plantelor este determinată de presiunea radiculară, dato- 
rită căreia apa ajunge pînă la muguri. După apariția frunzelor rolul 
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principal în ascensiunea apei îl joacă forţa de sucţiune a celulelor din 
frunze sau aşa numitul apel foliar datorat transpirației. 

Modul de lucru. Se ia un ghiveci cu plante de floarea-soarelui sau 
mușcată, se udă bine pămîntul din ghiveci după care se secționeazi 
transversal tulpina la o înălțime de 2—3 cm la suprafața pămîntului din 
ghiveci. Pe extremitatea secționată se fixează un tub de cauciuc lung de 
5—6 cm cu un diametru interior corespunzător cu diametrul tulpinii 
secționate iar la capătul opus al acestuia se fixează un tub de sticlă lung 
de 20—30 cm (fig. 141). Se va avea grijă ca tubul de cauciuc să fic fixat 


Fig. 141 — Punerea in evidenţă a presiunii radiculare. 


4 


ctanş atit la nivelul tulpinii cît şi al tubului de sticlă. La nevoie se lcagă 
strîns tubul de cauciuc la cele două extremități cu cîte o bucată de 
sfoară. Se introduce apoi în tubul de sticlă apă colorată cu puţin albastru 
de metilen pînă la umplerea tubului de cauciuc şi apariția apei colorate 
la partea bazală a tubului de sticlă. Se notează cu un creion dermatograi 
nivelul apci în tubul de sticlă și se fixează tubul în poziţie verticali 
cu ajutorul unui băț înfipt în ghiveci. : 

După citeva ore se va putea observa că nivelul lichidului din tubu! 
de sticlă s-a ridicat datorită sevei brute împinse de câtre rădăcinile 
plantei. 


13.2.10. EVIDENŢIEREA ROLULUI TRANSPIRAȚIEI 
ÎN CONDUCEREA APEI ÎN CORPUL PLANTEI 


Frunzele plantelor pierzînd apă prin transpirație determină apari- 


ţia la nivelul lor a unei presiuni negative sau forță de sucţiune (apel 
foliar) care va determina absorbţia unei noi cantități de apă la nivelul 
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rădăcinilor şi urcarea ei pînă la frunze pentru a înlocui apa picrdută 
prin transpiraţie. i 

Modul de lucru. Se ia un tub de sticlă cu pereții groşi căruia i se 
potriveşte la extremitatea superioară un dop de cauciuc care să închidă 
etanș tubul. Se găureşte dopul în centru prin acest orificiu introducind 
etanș o ramură de conifer cu porţiunea ce trece prin dop curătită de 
coajă. După fixarea ramurii în dopul de cauciuc se astupă tubul la capă- 
tul inferior cu degetul și se umple cu apă fiartă şi răcită. Se fixează apoi 
dopul cu ramura la partea superioară a tubului și ţinînd în continuare 
astupată partea lui inferioară, aceasta se introduce într-un vas cu mercur 
(fig. 142). Pentru reuşita experienţei este necesar ca în interiorul tubului 


Fig. 142 — Ewdenţierea rolului transpnatici în conducerea 
~ apei în corpul pl. 


de sticlă să nu rămînă bule de aer la montarea experienței. Instalaţia 
astfel montată se lasă în repaus cîteva ore. În acest timp ramura pierde 
apă prin transpirație, iar în tubul de sticlă se creează o presiune nega- 
tivă care determină urcarea mercului în interiorul lui. 


13.3. NUTRIȚI.! MINERALĂ A PLANTELOR 


13.3.1. IDENTIFICAREA RAPIDĂ A PRINCIPALELOR 
ÎNGRĂŞĂMINTE MINERALE 


După aspect îngrăşămnitele minerale pot fi cristalizate şi amorfe. 
Sub formă cristalizată se întîlnesc toate îngrășămintele azotate (afară de 
cianamida de Ca) şi toate îngrăşămintele potasice, iar sub formă amorfă 
îngrășămintele cu fosfor și calciu. 

Ele se mai pot grupa în : îngrăşăminte solubile în apă (cele azotate 
şi potasice) şi îngrășăminte insolubile în apă (cele cu fosfor și calciu). 
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Identificarea lor se face după flacăra pe care o dau la ardere şi după 
felul cum ard precum şi după unele reacţii chimice specifice. 

Modul de lucru. Se încep determinările cu sărurile cristalizate solu- 
bile în apă. La început se urmărește comportarea lor pe cărbune de lemn 
încins. Dacă îngrășămîntul face explozie şi arde imediat este un îngra- 
mint cu azot. E 

Îngrăşămintele cu azot se deosebesc între ele în primul rînd după 
culoarea flăcării. Astfel NH,NO;3 arde cu flacără incoloră, uneori doar se 
topeşte și produce un fum alb cu miros de amoniac. NaNO3 face explozie 
şi arde cu o flacără galbenă. KNO, face explozie şi arde cu o flacără 
violetă. 

În al doilca rînd cle se deosebesc după reacția pe care o dau cu un 
hidroxid. Prin tratarea unei soluţii de NH,NO;3 cu o soluţie de hidroxid 
de Na sau K 100/, sc degajă amoniac (se recunoaște după miros) după 
reacția : 

NH,NO, + NaOH = NaNO; + NH,OH 
KNO; şi NaNO, nu dau această reacţie. (NH,)2S0, pe cărbune încins 
scoate un fum alb cu miros de amoniac ca și NH,NO, dar se deosebește 
de acesta prin reacția cu soluția de BaCl 50/9 cu care formează un preci- 
pitat alb de sulfat de bariu după reacția: (NH,) 2S0, + BaCl, = 
= BaSO, + 2NH,CI. 

Pentru a ne convinge că precipitatul alb este sulfat de bariu se 
adaugă in eprubetă acid clorhidric 10/„. Dacă precipitatul nu se dizolvă 
îngrăşămintul este sulfat de amoniu (NH,NO; nu dă precipitat cu BaCl», 
dar poate da o tulbureală care se dizolvă la adăugarea acidului clorhidric 
10/9. j 

Ureea — CO(NHo»)2 — este un îngrășămînt azotat care pe cărbune 
degajă amoniac dar care tratat cu un hidroxid nu degajă amoniac. 

Îngrăşămintele cu potasiu spre deosebire de îngrășămintele cu azot 
nu dau reactii caracteristice pe cărbune încins. Ele se deosebesc între 
ele după aspectul exterior și după unele reacții chimice. 

KNO, este alcătuit din cristale mici albe sau roz-roşiatice. 

KCI se prezintă sub formă de cristale mici albe. , 

KSO, se prezintă sub formă de cristale albe sau galbene. Spre deo- 
sebire de KNO, și KCI el dă cu soluția de BaCl, un precipitat alb de 
sulfat de bariu după reacţia : KSO, + BaCl, — 2KCl + BaSO,. Acest 
precipitat „este insolubil în acid clorhidric 104. KNO, și KCI cu soluţia 
de BaCl, dau doar o slabă tulbureală. 

Spre deosebire de sulfatul de amoniu, sulfatul de potasiu tratat cu 
un hidroxid nu degajă amoniac. 

Îngrăşămintele amorfe. Se observă comportarea lor față de acidul 
clorhidric 10/). În cazul producerii de efervescenţă avem de aface sau cu 
CaCO, sau cu zgura lui Thomas. Acestea se deosebesc între ele prin cu- 
loare : zgura lui Thomas fiind cenușie închisă și prin aceea că la adău- 
garea de acid clorhidric 10/ ea degajă hidrogen sulfurat. 

Superfosfatul și făina de oase se deosebesc prin : 


— superfosfatul are culoare albă sau cenușie, are reacţie acidă dato- 
rită prezenţei de acizi liberi (acid fosforic şi sulfuric). 
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— făina de oase este de culoare Pepu sepia şi arde pe cărbune 
încins dînd un miros de corn ars. 

Cianamida de calciu (CaCN)2) este un e a negru-albăstrui care 
tratat cu acid produce efervescenţă și care are o reacţie alcalină. 


13.3.2. CULTURI DE PLANTE PE MEDII SOLIDE UMECTATE 
CU SOLUȚII MINERALE NUTRITIVE 


Cultura plantelor pe medii solide este de fapt o variantă a hidro- 
culturii în care se folosește un îrilocuitor de sol, inert din punct de ve- 
dere chimic. care joacă doar rolul de suport al plantelor şi care este 
umectat cu soluţie minerală nutritivă. 

Drept mediu solid se întrebuințează nisip de cuarț calcinat și spălat 
cu un acid și apoi cu apă distilată, cărbune animal, bile de sticlă iar în 
ultimul timp granule de material plastic cum ar fi de exemplu polisti- 
renul. 

Pentru demonstrarea rolului diferitelor elemente minerale în viaţ. 
plantelor se folosesc o serie de soluții minerale nutritive Knop, din care 
se scoate pe rînd cîte un element. 

Modul de lucru. Se pregătesc mai întîi vasele de experienţă. Acestea 
se parafinează la interior pentru a evita trecerea unor ioni din pereții 
vaselor în soluția minerală nutritivă şi se acoperă la exterior cu hîrtie 
neagră pentru a împiedica dezvoltarea algelor în mediul de cultură. 
Drept vase de experienţă se pot folosi pahare Berzelius de diferite di- 
mensiuni în funcţie de talia plantei cu care se experimentează. 

Se pregăteşte gama de soluții minerale nutritive cu care se umec- 
tează mediul solid (polistirenul granulat) pe care sc cultivă plantele. 
Drept soluție mincrală nutritivă se va folosi soluţia Knop în următoarele 
variante : V, — soluţia completă ; Va — soluţia Knop fără N; V}, — so 
luția Knop fără P; V; — soluţia Knop fără K după compoziţia indicată 
în tabelul de mai jos. 


Soluţii 
Comoletă gn fără N fără P fără K 
(Vi) i (V) (V) (Va) 
i i 
| 
Ca(NO 12 1,0 CaS0, Ca O), Ca(NO.). 
KH.PO, 0,25 Ki KCl NaCl 
MgSO. 0,25 MSO, MgSO, MgSO, 
KCl 0,25 KHP O; KCl NaH„PO, 
Fo>Clg 10% citeva FeCl, Fe Cl, FeCl, 


picături 


În varianta fără azot se înlocuiește azotatul de Ca, în soluția fâră 
fosfor se înlocuieşte fosfatul acid de K iar în soluţia fără potasiu se 
înlocuiesc atît clorura de potasiu cît şi fosfatul de potasiu cu săruri care 
nu conțin azot (CaS0,), fosfor (KCl) şi respectiv potasiu (NaCl si 
NaH»PO,). 

Dăm în continuare un exemplu de calculare a cantității de substanţă 
cu care se înlocuieşte un anumit element din soluţia minerală nutritivă. 
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De exemplu la soluţia fără azot în loc de Ca(NO3) se adaugă CaS0,-2H0 
în așa fel ca în mediu de cultură să avem aceeași cantitate de calciu. 
Pentru aceasta facem următorul raționament : 


dacă în 164 g Ca(NO3)? se găsesc 40,04 g Ca 


în 1 g Ca(NOy) se vor găsi X g Ca 
x _ 40,04 x1 
164 


Pentru a afla în cîte grame de CaS0,:2H0O se gásesc 0,24 g Ca facem 
raționamentul : ; 

40,04 g Ca se găsesc în 172,16 g CaS0,:2H.O 

0,24 g Ca se vor găsi în X g CaS0,:2H:0 

x __172,16 x 0,24 = 1.03 g 

40,04 
deci în soluția fără azot în loc de 1 g Ca(NO;)2 se va pune 1,03 g CaSO, 
*2H0O. ; i 

Calcule similare se fac și pentru celelalte înlocuiri. 

După ce au fost pregătite vasele de experiență și s-au preparat so- 
luţiile minerale nutritive în variantele menţionate anterior se trece la 
montarea experiențelor. 

Se umplu paharele Berzelius cu polistiren granulat, se introduc cîte 
două plăntuţe în fiecare dintre ele avînd grijă să se aleagă plăntuţe de 
aceleaşi dimensiuni pentru toate variantele experienţei și se lipește pe 
fiecare pahar cîte o etichetă cu varianta respectivă şi data montării ex- 
perienţei. Fiecare variantă se montează în cel puţin 3 repetiţii. Se umec- 
tează plântuţele cu soluţiile minerale corespunzătoare şi se trec sub o 
baterie de buturi fluorescente. 

Soluţiile nutritive se aerisesc zilnic timp de 3—5 minute cu ajutorul 
unui suflător electric sau cu o pară de cauciuc. Apa pierdută prin evapo- 
transpirațic se completează periodic cu apă distilată. 

La fiecare 5—7 zile se schimbă soluţia minerală nutritivă deoarece 
aceasta îşi schimbă concentraţia şi componența inițială datorită pe de o 
parte absorbţici iar pe de altă parte datorită procesului de desorbţie. 

După aproximativ 2—3 săptămîni se observă aspectul plantelor din 
variantele experienței şi se determină înălțimea plantelor, numărul de 
frunze. suprafaţa foliară și greutatea proaspătă și uscată pe organe. Da- 
tele obţinute vor fi trecute într-un tabel de forma : 


= 0,24 g 


Greut. proaspătă Greut. uscată 
Varianta| I pl. = S. fr. Obs 
E R. | T. | Fr | Total] R. T. Fr. | Total! o 
| | 
V, | 
V, ! 
Va | 
v: | 


Cu datele obținute se construiesc nişte grafice și se face interpre- 
tarea rezultatelor. t 
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13.4. FOTOSINTEZA 
13.4.1. PUNEREA ÎN EVIDENȚĂ A FOTOSINTEZII PRIN METODA BULELOR 


Prin această metodă se evidenţiază eliberarea de oxigen în procesul 
de fotosinteză de către macrofitele acvative submerse. 


Modul de lucru. Se ia o ramură a unei plante submerse (Elodca ca- 
nadeonsis de exemplu), se secționează oblic la partea bazală cu ajutorul 
unci lame de ras şi se introduce cu vîrful în jos într-o eprubetă cu apă 
de robinet. Se fixează ramura cu ajutorul unei baghete de sticlă astfel 
ca partea secționată să fie cu 2—3 cm sub nivelul apei şi să nu atingă 
pereții cprubetei (fig. 143). Se expune 'eprubeta, introdusă într-un stativ, 


Fig. 143 — Metoda bulelor. 


la lumina unui bec sau la lumina solară şi după 2—3 minute se observă 
că prin partea secționată încep să se degaje bule de gaz. Ele sînt formate 
din oxigenul eliminat de plantă în procesul de fotosinteză, amestecat cu 
azot și CO, din apă. Dacă ramura nu degajă bule se face o nouă secțiune 
mai oblică iar dacă bulele degajate sînt în număr prea mare se face o 
nouă secțiune mai puțin oblică. 


31.4.2. PUNEREA ÎN EVIDENȚĂ A AMIDONULUI PRODUS ÎN FOTOSINTEZA 


Sinteza amidonului în procesul de fotosinteză se evidenţiază cu 
ajutorul probei cu iod a lui Sachs. 


Modul de lucru. Una sau mai multe frunze de muşcată sînt acoperite 
cu hîrtie neagră o figură oarecare după care se ţine ghiveciul cu planta 
la întuneric, pentru ca frunzele ei să se golească de amidon, în urma 
procesului de transport al asimilatelor în celelalte organe ale plantei. 
Apoi este expus ghiveciul la lumină timp de câteva ore după care se 
detaşează frunza acoperită parţial cu hîrtie neagră, se fierbe în apă timp 
de 2 minute (pentru a omori celulele frunzei și a facilita extracția pig- 
menților asimilatori) după care se fierbe în alcool etilic pînă la decolo- 
rare (se extrag astfel pigmenţii asimilatori). Fierberea frunzei în alcool 
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trebuie să se facă la flacără mică după ce în prealabil s-a acoperit paha- 
rul cu o sticlă de ceas pentru a evita eventuala aprindere a vaporilor de 
alcool. Se scoate apoi frunza din pahar, se spală cu apă și se introduce 
într-o sticlă de ceas sau cutie Petri care conţine soluţie de iod în iodură 
de K (soluție Lugol). După 2—3 minute de contact cu această soluţie se 
scoate frunza și se etalează pe o placă de faianță albă. Se va observa 
că limbul frunzei s-a colorat în albastru doar în zonele care nu au fost 
acoperite cu hîrtie neagră, zone în care în 'timpul fotosintezei s-au sin- 
tetizat substanţe organice printre care și amidonul care se colorează în 
albastru în prezenţa soluției Lugol. 


13.4.3. EVIDENŢIEREA NECESITĂȚII PREZENȚEI PIGMENȚILOR ASIMILATORI 
PENTRU DESFĂȘURAREA PROCESULUI DE FOTOSINTEZA 


Pentru evidențierea necesității prezenței pigmenţilor asimilatori în 
procesul de fotosinteză, se folosesc plante de Coleus (Urzicuţă). Frunzele 
acestor plante se caracterizează prin faptul că în partea centrală a lim- 
bului conţin pigmenți antocianici și nu pigmenţi asimilatori. 

Modul de lucru. Se detașează o frunză pe de o plantă care a fost 
ținută în prealabil cîteva ore la lumină, se introduce într-un pahar Ber- 
zelius cu apă şi sc fierbe pentru a omori celulele și a extrage pigmenții 
antocianici. Apoi se procedează la extragerea pigmențţilor asimilatori prin 
fierberea frunzei în alcool. După extragerea pigmenților asimilatori se 
spală frunza cu apă şi se trece într-un cristalizor cu soluție Lugol care 
colorează amidonul în albastru. După 2—3 minute se scoate frunza din 
cristalizor, se spală cu apă şi se etalează pe o placă de faianţă albă. Se 
va observa că limbul s-a colorat în albastru numai în zonele care au 
posedat pigmenţi asimilatori (zonele marginale) nu şi în zona centrală 
lipsită de pigmenţi asimilatori şi bogată în pigmenţi antocianici. Aceasta 
ne demonstrează faptul că amidonul se sintetizează la lumină doar în 
prezenţa pigmențţilor asimilatori. 


13.4.4. EVIDENŢIEREA NECESITAȚII PREZENȚEI CO, 
PENTRU DESFAŞURAREA FOTOSINTEZEI 


Dioxidul de carbon reprezintă sursa de carbon pentru sintezele orgu- 
nice care au loc în procesul de fotosinteză aşa încît în lipsa lui plantele 
nu mai sintetizează substanțe organice, fotosinteza blocîndu-se. 

Modul de lucru. Într-o eprubetă cu apă de conductă se introduce o 
ramură de Elodcu canadensis după ce a fost secţionată oblic la partea 
bazală cu ajutorul unei lame de ras. Se fixează eprubeta într-un stativ 
care se plasează la o distanță de 20—30 de cm de un bec electric şi se 
numără bulele degajate de plantă în timp de 1 minut. Cînd numărul de 
bule degajate în timp de 1 minut a devenit constant, se înlocuieşte apr 
din eprubetă cu apă de conductă fiartă timp de 20 de minute și lăsată 
să se răcească la temperatura camerei. Pladind stativul cu eprubeta la 
acceaşi distanță față de sursa de aia se va constata că degajarea de 
bule nu mai are loc deoarece prin fierbere s-a înlăturat dioxidul de 
carbon solvit în apă. În cazul cînd ramura va degaja totuşi un număr 
mic de bule acest lucru se datorește faptului că în timpul răcirii apei « 
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avut loc dizolvarea în ea a unei cantităţi mici de dioxid de carbon din 
aer. 1 

Dacă în apa din eprubetă se adaugă o mică cantitate de bicarbonat 
de sodiu, cu ajutorul unei baghete de sticlă al cărei capăt a fost udat 
in prealabil cu apa din eprubetă pentru ca să adere substanța de supra- 
fața ei, după dizolvarea și difuzarea substanței se va constata că ramura 
începe să degaje un număr mare de bule deoarece bicarbonatul de sodiu 
pune în libertate dioxid de carbon conform reacției : 


2NaHCO, — CO, + NaCO; + HO 


13.4.5. SEPARAREA PIGMENȚILOR ASIMILATORI PRIN METODA 
CROMATOGRAFIEI PE HIRTIE 


Plantele fotoautotrofe, adaptate la îndeplinirea procesului de foto- 
siteză conțin un ansamblu de pigmenți ce intervin în acest proces, an- 
samblu cunoscut sub denumirea de pigmenți asimilatori. Aceştia se 
împart în trei grupe și anume: pigmenți clorofilieni, pigmenți carote- 
noizi şi pigmenţi ficobilinici. Cu exceptia pigmenților ficobilinici (ce pot 
fi extraşi în apă distilată) toți ceilalţi pigmenți asimilatori pot fi ex- 
trași cu ajutorul unor solvenți organici (alcool etilic, alcool metilic, 
acetonă etc.) prin mojarare la rece sau prin fierbere. 

Separarea pigmentilor asimilatori din extractul de clorofilă brută 
prin metoda cromatografică se bazcază pe capacitatea acestora de a fi 
absorbiți în mod diferit de către anumite substraturi. 


Modul de lucru. Se extrag pigmenții asimilatori din frunze prin 
una din metodele amintite mai sus obținîndu-se un extract de clorofilă 
brută. 


Pentru separarea pigmenţilor asimilatori din soluție se procedează 
în felul următor: pe o Tîşie de hîrtie de filtru, lată de 3 cm şi lungă 
de 15—20 cm, se trasează cu ajutorul unei piepete Pasteur la unul din 
capete — la o distanţă de 2 cm — o dungă transversală de soluţie de pig- 
menti. După ce se usucă se repetă operația de 10—15 ori, pentru a 
obține o bandă intens colorată. După fiecare trasare este necesară us- 
carea hiîrtiei de filtru. Se introduce apoi hirtia de filtru într-un cilindru 
de sticlă fixindu-se de cirligul baghetci ce străbate dopul cu parțea 
opusă dungii colorate, astfel ca hiîrtia să nu atingă pereţii cilindrului și 
nici amestecul format din 30 părţi benzină, o parte acetonă și 0,3 părți 
alcool metilic care se găseşte pe fundul cilindrului. Se ține hiîrtia sus- 
pendată deasupra amestecului 15—20 de minute pentru ca în interiorul 
cilindrului să se formeze o atmosferă saturată în vaporii celor trei sub- 
stanțe din amestec după care prin apăsarea baghetei se introduce ca- 
pătul inferior al hiîrtici de filtru în amestec pe o distanță de 0,5 cm 
(fig. 144). Solventul se va ridica prin capilaritate de-a lungul hiîrtiei 
antrenînd cu el pigmenţii, care datorită gradului diferit de absorbţie 
se vor repartiza astfel: La partea superioară carotina, marcată printr-o 
dungă portocalie, apoi xantifila de culoare galbenă, clorofila a de culoare 
verde-albăstruie şi clorofila b de culoare verde-gălbuie. 
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LASI . N . pe. . 
“ig. 144 — Instalaţie pentru separarea pigmenților clorofilieni. 


13.4.6. DETERMINAREA INTENSITAȚII FOTOSINTEZEI 
PRIN METODA MANOMETRICA WARBURG 


Principliu metodei constă în determinarea volumului de oxigen de- 
gajat, în fotosinteză, într-un sistem închis, prin măsurarea variaţiei de 
presiune în condiții de volum şi temperatură constantă. 

Instalaţia Warburg. Aceasta se compune din două părţi: 

— Partea mecanică, alcătuită dintr-o baie termostat ce menţine 
temperatura la o valoare constantă și reglabilă și dintr-un dispozitiv de 
agitare, mecanică (pentru agitarea apei din baia termostat, a mterialului 
vegetal și a reactivilor care sc introduc în cea de a doua parte compo- 
nentă a instalaţiei). ; 

— Garniturile — Vas de reactie — manometru. 

Vasele de reacție prezintă un diverticol lateral, astupat cu un dop 
cu șlif iar în interior un păhărel central. Diverticolul lateral și păhă- 
relul central servesc la introducerea reactivilor necesari în determinări, 
iar materialul vegetal sc introduce în jurul păhărelului central. Mano- 
metrele sînt confectionate din tuburi de sticlă în forma literei U, pre- 
zentînd două braţe dintre care unul este deschis iar celălalt este pre- 
văzut, cu un robinet cu trei căi. Brațul cu robinet prezintă o ramificaţie 
laterală prevăzută cu un con de racordare la care se fixează vasele de 
reactie. Ambele braţe ale manometrelor sînt gradate în cîte 300 de di- 
viziuni. La partea inferioară manometrele prezintă un rezervor pentru 
lichidul manomoctric așezat sub plăcuţa unei cleme cu şurub a plăcii 
suport a manometrului. Accastă clemă permite reglarea nivelului lichi- 
dului manometric în ramurile manometrului. Ca lichid manometric se 
folosește lichidul Brodie. 

Pregătirea instalaţiei pentru determinări. Întrucît metoda permite 
determinarea cantităților de gaze produse sau consumate dintr-un sis- 
tem închis prin măsurarea variaţiei de presiune în condiţii de volum 
constant şi temperatură constantă, este absolut necesar ca, înainte de a 
trece la efectuarea determinărilor să se stabilească volumul total al 
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sistemului închis (V), reprezentat prin volumul vasului de reacție, vo- 
lumul ramificaţiei laterale a brațului cu robinet al manometrului și 
volumul cuprins între robinetul manometrului şi diviziunea 150 de pe 
brațul cu robinet al acestuia. 

Pentru determinarea volumului garniturii vas de reacţie-manome- 
tru se procedează în felul următor : 

— Se curăţă bine vasele de reacție şi manometrele cu amestec sul- 
fo-cromic (soluţie de bicromat de potasiu 30% şi acid sulfuric cu den- 
sitatea 1,81, în proporție de 1 : 3) sc spală cu apă distilată şi se usucă. 

— Se ataşează la extremitatea inferioară a manometrelor tuburile 
de cauciuc care servesc ca rezervor de lichid manometric, se fixează 
manometrele pe plăcile suport şi se așează în poziţie verticală pe un 
stativ confecţionat special pentru ţinerea lor. 

— Prin injectare cu ajutorul unei seringi se introduce în rezervoa- 
rele de lichid manometric, soluţie Brodie, într-o cantitate necesară, 
astfel încît prin manevrarea şurubului fixat deasupra rezervorului, li- 
chidul manometric să poată fi deplasat de la diviziunea 0 pînă la divi- 
ziunea 300 pe ambele braţe ale manometrului. În cazul în care lichidul 
Brodic din manometre prezintă întreruperi se procedează la eliminarea 
bulelor de aer din braţele manometrului prin apăsări repetate cu dege- 
tul pe rezervorul cu soluţie. 

— Robinetele manometrelor se ung în strat fin cu unsoare de ro- 
binet şi se răsucesc în lăcașurile lor pînă cînd privite prin transparenţă 
șlifurile nu mai prezintă striuri. 

— Se răsucesc robinotele manometrelor astfel încît să fie în pozi- 
ție deschis (să asigure comunicarea dintre tubul manometric şi atmo- 
sfera exterioară) şi se atașcază de conul de racordare al manometrelor 
cîte un vas de reacţie, după ce în prealabil s-a uns şliful conurilor cu 
unsoare de robinet. Se asigură fixarea vaselor atasînd pe ghearele de 
sticlă cu care sînt prevăzute vasele de reacţie şi conurile de racordare, 
arcurile metalice prevăzute în dotarea instalaţiei, sau în lipsa acestora 
de cauciuc. 

— Se fixcază garniturile vas de reacție-manometru la cadrul me- 
talic de agitare mecanică a instalaţiei, astfel ca vasele de reacție să fie 
scufundate complet în apă din baia termostat, aflată la temperatura 
camerei. 

— Se aduce ve brațul cu robinct al fiecărui manometru nivelul 
lichidului Brodie la diviziunea 130. 


— Se închid robinetele manomeirelor și manevrind şurubul de la 
rezervorul cu lichid manometric, se aduce nivelul soluţiei la diviziunea 
150 pe braţul cu robinet. Din cauza modificării presiunii în sistomul în- 
chis, nivelul soluţiei în braţul deschis al manometrului va urca (fig. 
145). Se citeşte pentru fiecare garnitură vas de reacţie-manometru 
această diferenţă de presiune pe braţul deschis al manometrelor, scă- 
zind din numărul de diviziuni la care s-a ridicat nivelul lichidului Bro- 
die, 150 de diviziuni. Această deviere (H4) se notează într-un tabel în- 
tocmit după modelul alăturat. 
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Nr. | H, H» Volumul sistemulu: 
garnituri (diviziun:) (Qiviziun:) închis V (mm?) 


Fig. 145 — Garnitură vas de reacție 
— manometru: A — vasul de reacție ; 
B -— garnitura vas de reacție — ma- 
nometru văzută din față; C — garni- 
tura vas de reacţie — manometru, din 
profil; a — capilarul manometrulu: ; 
b — robinet; c — porțiunea dilatată 
a capilarului de pe ramura deschisă a 
manometrului ; d — ramificaţia late- 
ală a manometrului ; e — conul de 
racordare ; f — vas de reacţie; g — 
rezervorul cu lechid manometric ; h — 
şurubul de manevrare a lichidului ma- 
nometric ; i — placa metalică pe care 


aie 
LILI! 


s se fixeuză manomotrul ; j — clema de 
:: fixare a manometrulu: pe placa meta- 
F lică ; k — suport de sprijin al mano- 
i metrulu pe placa metalică; l — ori- 


ficiile de fixare a plăcii metalice la 
cadrul dispozitivului de, agitare mecu- 
nică a instalaţiei. 


— Se deschid robinetele manomctrelor, se detaşează garniturile vas 
de reacție manometru de pe cadrul metalic de agitare, se scot vasele 
de reacţie de pe conurile de racordare și se introduc cu ajutorul unei 
pipete în fiecare vas de reacţie cite 10 ml apă distilată aflată la tempe- 
ratura camerei, măsurată foarte exact. 

— Se atașează din nou vasele de reacție la manometrele corespun- 
zătoare, respectind indicaţiile anterioare, se fixcază garniturile vas de 
reacție-manometru la cadrul metalic de agitare şi se aduce pe brațul 
cu robinet al figcărui manometru, nivelul lichidului Brodie la diviziu- 
nea 130. 

— Se închid robinetele manomctrelor, se aduce nivelul lichidului 
la diviziunea 150 pe brațul cu robinet al acestora şi se citește variaţia 
de presiune Hə pe braţul lor deschis. Se notează rezultatele obținute 
în tabelul întocniit după modelul dat. 

— Se calculează volumul total (V). al fiecărci garnituri vas de 


rea-tie-manometru, cu ajutorul formulei: V = a——2—în care a, re- 
H:—H;ı 
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prezintă volumul de apă distilată introdusă în vasele de reacție (în 
mm“). Rezultatele se înscriu în tabelul dat. 

După efectuarea volumului total al fiecărei garnituri vas de reacție- 
manometru, se deschid robinetele, se scot garniturile vas de reacție- 
manometru din baia termostat, se fixează în stativ şi se detașează 
vasele de reacţie de pe conurile de racordare. Se numerotează vasele 
de reacţie cu acelaşi număr care este imprimat pe placa suport a ma- 
nometrelor, se înlătură apa distilată, se curăţă de grăsime șliful vase- 
lor de reacţie şi apoi sc usucă. La determinări garniturile vas de reacție- 
manometru se folosesc numai în combinația în care s-a stabilit volumul 
lor total. 

Modul de lucru. Pentru determinarea intensității fotosintezei se 
procedează în felul următor : 


— Se introduc în vasele de reacţie suspensia de alge verzi unice- 
lulare și reactivii necesari? În fiecare vas de reacţie, în spaţiul din ju- 
rul păhărelului central se introduce un volum bine determinat de sus- 
pensie de alge (5 ml de exemplu), apoi se introduce în păhărelul central 
un volum de 0,5 ml soluţie tampon Warburg nr. 6. 

Într-un vas de reacţie se introduce apă distilată într-un volum 
egal cu volumul Suspensiei de alge plus soluţia tampon. Acest vas de 
reacţie ataşat la manometrul corespunzător va juca rol de termobaro- 
metre, înregistrind variațiile de temperatură și pdesiune în timpul de- 
terminării. 

— Se ataşează vasele de reacţie la manometrele corespunzătoare 
avind grijă ca robinetele acestora să fie deschise, se consolidează fixa- 
rca vaselor de reacţie la conurile de racordare şi se, fixează garnitu- 
rile vas de reacţie-manometru la cadrul metalic de agitare mecanică 
al instalaţiei, astfel ca vesele de reacţie să fie scufundate complet în 
apa din baia termostat. 

— Se aduce nivelul lichidului Brodie din braţele cu robinet ale ma- 
nometrelor, la diviziunea 150, se fixează pe termometrul releului de 
tenmostatare temperatura de luaru (de exemplu 30°C), se cuplează sis- 
temul de încălzire al băii termostat și se pornește agitația mecanică, 
reglînd din butoul corenspunzător, viteza acestuia la o valoare medie. 
Se lasă 20—30 de minute pentru echilibrare termică (a vaselor de re- 
acţie cu apa din baia termostat) şi se controlează temperatura băii 
termostat cu. ajutorul termo;netrului de control iar la nevoie se corec- 
tea/ă temperatura cu ajutorul dispozitivului de reglaj. 

— După echilibrarea termică se opreşte agitarea mecanică, se con- 
trolează dacă nivelul lichidului Brodie a rămas la diviziunea 150 pe 
braţul cu robinet al manometrelor (la nevoie se corectează) şi se închid 
robinetele manomctrelor, după care se porneşte agitarea mecanică şi se 
notează ora începerii determinării. 

— În timpul determinării se poate ivi următoarea situație: ca ur- 
mare a faptului că materialul vegetal absoarbe dioxid de carbon, a că- 
rui concentrație este menținută în sistemul închis la o valoare constantă 
de către soluţia tampon, nivelul lichidului manometric din braţul cu 
robinet se deplasează în jos, iar în braţul deschis, în sus, ca urmare a 
oxigenului degajat (fig. 13). 
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20 — Practicum de biolog:c 


În garnitura vas de reacţic-manometru fără suspensie de alge se 
înregistrează rezultanta variațiilor de temperatură şi presiune din tim- 
pul determinării. Dacă în timpul determinării are loc o mărire a tem- 
peraturii în baia termostat şi o scădere a presiunii atmosferice nivelul 
lichidului manometric se va deplasa în jos în brațul cu robinet şi în 
sus în braţul deschis al manometrului. Dacă se micşorează temperatura 
în baia termostat și se măreşte presiunea atmosferică deplasarea lichi- 
dului în braţele manometrului se face invers decît în cazul precedent. 
În cazul în care atît temperatura în baie cît şi presiunea atmosferică 
rămîn constante, lichidul manometric rămîne în ambele brațe Ia divi- 
ziunea 150 lu care a fost fixat iniţial. 

— După un interval de timp care depinde de intensitatea fotosin- 
tezei timp care se notează, se opreşte agitația mecanică și se aduce ni- 
velul lichidului Brodie în brațul cu robinet al manometrului la divi- 
ziunca 150 pentru a realiza cerința impusă de principiul metodei-detar- 
minarea variaţiei de presiune în sistemul închis în condiţii de volum 
constant și se citeşte variaţia de presiune pe braţul deschis al monme- 
trului, notînd rezultatele într-un tabel întocmit după modelul: 
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Rezultatele referitoare la variaţia de presiune şi la devierea reală 
se notează astfel : variaţia de presiune va fi egală cu numărul de di- 
viziuni la care se găsește lichidul Brodie în brațul descsis al manome- 
trului din care sc scad 150 diviziuni. Variaţiile de presiune indicate de 
termobarometru se calculcază în acelaşi mod, notîndu-le cu semnul + 
sau —. Devierea reală (h) rezultă din corectarea variațiilor de presiune 
citite la garniturile vas de reacţie-manometru cu suspensie de alge, cu 
indicaţiile termobarometrului (Tb). Dacă devierea lichidului manometric 
în Tb s-a făcut în acelaşi sens ca în garnitura cu suspensie de alge, din 
indicaţia acestuia se scade indicaţia citită la Tb (în diviziuni). Dacă 
deplasarea lichidului manometric în ramura deschisă de la Tb s-a făcut 
în sens contrar celui înregistrat la garnitura cu suspensie de alge, la 
indicația acestuia se adaugă valoarea citită la Tb. Dacă Tb nu înregis- 
trează nici o deviere, citirile la garniturile cu suspensie de alge repre- 
zintă chiar devierea reală. 

— Se deschid manometrele, se opreşte încălzirea băii, se deconec- 
tează instalaţia de la rețeaua de curent, se detaşează vasele de reacţie 
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iar manometrele se fixează pe stativ. Vasele de reacţie se curăţă şi se 
usucă. 

— Se calculează pentru fiecare garnitură vas de reacție-manometru 
în care a fost suspensie de alge, constanta garnituriji (K) valabilă pen- 
tru condiţiile în care s-a lucrat. Constanta se calculează după formula : 

273 


y S Y I 
(V—V,) A 
= > în care: 
Pe 
V = volumul sistemului închis (volumul vasului de reaciie, al ra- 


mfiicaţiei laterale a manometrului şi al braţului cu robinet al acestuia 
pînă la diviziunea 150) în mm?. 

V, = volumul materialelor introduse în vasul de reacţie în mm3. 

273 = temperatura absolută (°C). 

T = 273 + temperatura de lucru. 

a = coeficientul de solubilitate al gazului urmărit la temperatura 
de lucru. 

Po = 10.000, reprezintă înălţimea coloanei de lichid Brodie, în mm. 
care corespunde presiunii atmosferice standard. 


— RR e i a 3 


Coeficienţii de solubilitate ai CO, şi O, in apă la diferite temperaturi 


Temperatura O, | CO, 
0 ; | 0,0489 | 1713 
10 0,0380 1,194 
20 0.0310 ` 0,878 
30 0,0262 0,665 
40 0,0231 0,530 


— După stabilirea constantei se calculează intensitatea fotosintezei 
la suspensiile de alge după formula : 


mm? = . 
If. == amA oea. în care : 
t.B 

A = numărul de celule din volumul suspensiei folosit la determi- 
nare. 

B = 1.000.000 deoarece raportarea intensității fotosintezei se face 
la un.milion de celule. 

mm30, — rezultă din înmulţirea constantei K cu devierea reală h. 

t = durata determinării (în minute). ` 


13.4.7. DETERMINAREA INTENSITĂȚII FOTOSINTEZEI LA FRUNZELE 
PLANTELOR AERIENE PRIN METODA MANOMETEICĂ (N. SĂLĂAGEANU) 


Această metodă reprezintă o modificare a metodei manometrice 
Warburg, pentru măsurarea intensității fotosintezei frunzelor plantelor 
aeriene. Modificarea adusă prezintă avantajul că difuziunea gazelor în 
aer are loc cu o viteză mult mai mare decît în apă și că repartizarea 
gazelor între faza lichidă şi cea gazoasă se realizează cu atît mai repede 
cu cît suprafața de contact este mai mare. 
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Pentru determinarea intensității fotosintezei frunzelor se foloseşte 
instalația Warburg, la manometrele căreia se atașează vasele de asimi- 
lație ce constau din vase cilindrice cu un diverticol şi cu capace cu tubu- 
lură ce permit ataşarea lor la manometru (fig. 146). Vasele se ataşează 
direct la manomctrele Warburg. 


19. 146 — Cameră de asimilaţie pentru determinarea 
ın ensităţii fotosintezei frunzelor aeriene : 1 — cameră 


de asimilţio ; 2 — prelungirea ei; 3 — rezervor cu 
apă; 4 — frunza; 5 — capacul camere: de asimi-` 
laţie ; 6 — manometru ; 7 — vată îmbibată cu soluţie 
tampon ; 8, 8& şi 9, 9' — cirlige pentru fixarea came- 


ro: de asimiliţie la manometru. 


Modul de lucru. Sc introduce o frunză cu o suprafaţă de aproxi- 
mativ 14,5—15 cm? sau un mulaj de frunză pe fundul vasului de asimi- 
latie, orientată ustfel încît suprafaţa superioară să fie spre sursa de lu- 
mină. Peţiolul frunzei sau al mulajuiui de frunză se introduce într-o 
cupă mică confecţionată dintr-un tub de plastic şi în care se pune apă 
pentru ca frunza sau mulajul de frunză să nu se ofilească în timpul 
cît durează experienţa. În capacul vasului se introduce 0,8 g vată hi- 
drofilă care se îmbibă cu 2 ml de soluţie tampon Warburg (amestec 
proaspăt de soluţie 0,1 M de NaCO, şi soluţie 0,1 M de NaHCO; în 
anumite proporţii). Se pregătește la fel, dar fără frunză un termoba- 
rometru pentru corectia rezultatelor. ILa prepararea soluției, tampon 
recomandări amestecarea a 3 m] solutie de NaCO; 0,1 M cu 17 ml 
solutie de NAHCO; 0,1 M. E 

Îmbibind vata hidrofilă cu soluție tampon Warburg sc realizează o 
mărire considerabilă a suprafeţei de difuziune și avînd în vedere viteza 
mare de difuziune a gazelor în gaze echilibrul între faza lichidă şi cea 
gazoasă se rcalizează repede, astfel încît agitarea vaselor în baia ci 
apă nu mai este necesară. 

Pentru iluminarea  ftunzelor în timpul experienței se folosesc 
becuri electrice situate sub baia de apă a instalaţiei Warburg, iluminînd 
frunza de jos în sus. 

i După ce vasele de asimilaţie au stat 20—30 de minute pentru 
echilibrare termică se poate începe determinarea intensității fotosinte- 
zei, închizind robinetele manometrelor după ce în prealabil s-a adus 
lichidul manometric la diviziunea 150. ; 

În timpul experienței concentraţia de CO, rămine constantă i 
concentrația de O, creşte pe baza oxigenului eliberat în procesul de 
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fotosinteză determinind o creștere a presiunii în interiorul sistemului 
închis creştere care va determina coborirea lichidului manometric în 
brațul cu robinet al manometrului și urcarea lui în braţul deschis. 
După trecerca timpului de experienţă (de regulă 30 de minute) se va 
stabili denivelarea reală pentru fiecare manometru în parte în acest 
sens procediîndu-se lu fel ca în cazul determinării intensității fotosin- 
tezei la algele verzi unicelulare. i 

Cunoscînd devierea reală și constanta fiecărei garnituri vas de asi- 
milație-manometru (calculată după procedeul descris în experiența an- 
terioară) se calculează cantitatea de oxigen degajată de frunza sau 
mulajul de frunză folosit (mm0, = h.K). 

Intensitatea fotosintezei se calculează după formula : 

A°60:100 Kania 
If. = E cm30,/jdm:/h în care : 
t. 


A = cm?0, degajat în timpul experienţei 

60 = numărul de minute dintr-o oră 

100 = numărul de am? dintr-un decimetru pătrat 

t = timpul de experiență 

S = suprafața frunzei sau a mulajului frunzei în cm2, 


4 
13.4.8. DETERMINAREA INTENSITĂIII FOTOSINTEZEI 
DUPA CANTITATEA DE DIOXID DE CARBON CONSUMAT 


Metoda sc bazează pe determinarea cantităţii de dioxid de carbon 
absorbit de frunzele plantelor, dintr-un volum de aer cunoscut, în pro- 
cesul de fotosinteză. 

Modul de lucru. Frunza sau ramura căreia i se determină intensi- 
tatea fotosintezei se leagă cu o aţă după ce în prealabil capătul peţiolu- 
lui sau al ramurci a fost înfășurat cu puțină vată îmbibată cu apă pen- 
tru evitarea ofilirii ei în timpul determinărilor. Se introduce apoi furnza 
sau ramura cu frunze în interiorul unui balon Erlenmeyer în așa fel 
încît capătul atei să rămînă la exterior și se astupă apoi cu un dop de 
cauciuc. Se astupă de asemenea cu un dop de cauciuc un al doilea 
balon Erlenmyer de aceiași capacitate dar în care nu se introduce frunză 
sau ramură cu frunze. Acest balon servește ca probă martor. Baloanele 
astfel pregătite se așează la lumina soarelui sau a unui bec electric 
timp de 30 de minute. 

După trecerea acestui interval de timp, se scot dopurile, se scoate 
frunza sau ramura cu frunze și se introduc în cele două baloane cîte 
2—3 picături de fenolftaleină (soluţie alcoolică 1%) şi 20 ml de Ba(OH), 
N/50. Se astupă din nvu baloanele cu dopurile şi se agită timp de 15 
minute pentru ca tot dioxidul de carbon rămas în acrul din ele să reac- 
tioneze cu Ba(OH).. Se scot apoi dopurile de cauciuc de la fiecare balon 
și se titrează excesul de Ba(OH), cu HCl N/50. 

La titrarea Ba(OHyb din balonul de experienţă se va consuma o 
cantitate mai re de HCl decît la balonul martor, deoarece în balonul 
de experienţă o parte din dioxidul de carbon a fost folosit în fotosinteză. 
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Cantitatea de dioxid de carbon asimilat de plantă în fotosinteză se 
calculează după formula : 


(a—bYf:0,224:69.- 100 în 
S.t 


I.f. = intensitatea fotosintezei în cm? COydm?/h. 

a = numărul de mililitri de HCL N/50 folosiți la titrarea probei de 
experienţă. 

b = numărul de mililitri de HCl N/50 folosiţi la titrarea probei 
martor. 

î = factorul soluției de HC] N/50 

S = suprafața frunzei în cm2. 

t = durata experienţei în minute 

0,224 = cantitatea de CO, care corespunde la 1 m! HCl exact N/50 
în cm. 

60 = numărul de minute dintr-o oră. 

100 = cocficient pentru raportarea intensității fotosintezei la 1 dm?. 


If. == carce : 


13.4.9. INFLUENȚA FACTORILOR EXTERNI ASUPRA INTENSITĂȚII 
FOTOSINTEZEI 


Dintre factorii externi care influenţează intensitatea fotosin- 
tezci cei mai importanți sînt lumina (care influențează fotosinteza atât 
prin intensitate cît și prin calitate), concentrația de CO, şi tempe- 
ratura. 

Influenţa acestor factori se poate evidenția experimental, în con- 
diţii de laborator cu ajutorul plantelor acvatice superioare submerse 
folosind metoda bulelor. 


13.4.9.1. Influenţa intensității luminii 


Se știe că fotosinteza începe la cele mai mici intensități de lumină, 
crește în intensitate odată cu creşterea intensității luminii pînă la o 
anumită intensitate luminoasă după care rămîne relativ constantă pen- 
tru ca la intensilăți mari de lumină intensitatea fotosintezei să scadă. 

Modul de lucru. Se iau ramuri de plante acvatice submerse (Edo- 
dea, Miriophyllum, Ceratophyllum etc.), se secționează oblic cu o lamă 
de ras astfel încît să aibă o lungime de 6—10 cm după care se introduc 
cu virful în jos în cîte o eprubetă umplută cu apă, avînd grijă ca su- 
prafaţa de secțiune să nu atingă pereţii eprubetelor. Eprubetele astfel 
pregătite se introduc într-un stativ şi se aşcază la lumina unui bec elec- 
tric, la o distanță de aproximativ 20 de cm de acesta și se aşteaptă 
pînă cînd încep să degaje bule de oxigen. Pentru experienţă se alege o 
ramură care degajă un număr constant de bule, cuprinse între 20—40/ 
minut. 

Punerea în evidenţă a influenței intensității luminii asupra inten- 
sităţii fotosintezei se face plasînd stativul cu eprubeta ce conţine ra- 
mura aleasă pentru determinări la distanţe diferite de sursa de lumină 
(de exemplu 20; 30; 40; 50 și 60 cm) și numărînd bulele emise pe 
minut pentru fiecare din aceste distanțe. 
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Se va constata că numărul de bule degajate într-un minut scade pe 
măsură ce stativul este îndepărtat de sursa de lumină datorită scăderii 
intensității luminii. 

Dacă pe parcursul deenaa degajarea de bule de către ra- 
mură se dereglează sau emisiunca de bule încetează, experiența trebuie 
relu:.tă cu o nouă ramură. 


13.4.9.2. Influenţa compoziţiei spectrale a luminii 
asupra intensității fotosintezei 


Fotosinteza este influenţată de radiaţiile spectrului vizibil pe! care 
plantele le absorb cu ajutorul pigmenţilor asimilatori, pigmenţi caracte- 
ristici diforiteior grupe de plante fotoautotrofe. 

Evidenţierea influenței diferitelor radiatii ale spectrului asupra 
intensității fotosintezei se poate face cu ajutorul unor filtre de sticlă, 
de celofan colorat sau cu ajutorul unor’ soluţii colorate ale căror culori 
corespund culorilor spectrului vizibil. 

Modul de lucru. Pentru determinare se folosesc ramuri de plante 
acvatice submerse pregătite după procedeul prezentat în experienţa an- 
terioară. Stativul cu caprubeta cu planta aleasă pentru determiări se 
așează la 20—30 cm de sursa de lumină. Între sursa de lumină și epru- 
betă sc intercalează pe rînd filtrele colorate numărind de fiecare dată 
numărul de bule degajate pe minut. După fiecare determinare înainte 
de a schimba filtrul se verifică dacă în lumina becului ramura degajă 
numărul iniţial de bule și numai după aceea se schimbă filtrul cu unul 
de altă culoare. Rezultatele obţinute se notează într-un tabel iar la 
sfîrşitul experienţei se pot reprezenta grafic. 


13.4.9.3. Iniluenţa concentraţiei de CO, 
' asupra intensității fotosintezei 


În condiţii naturale concentraţia de CO, este de 0,030/⁄, concen- 
traţie care s-a dovedit a fi suboptimală fapt pentru care ea reprezintă 
un factor limitant al fotosintezei. 

Modul de lucru. Se numără bulele degajate de o ramură de Elodea 
canadensis ținută într-o eprubetă cu apă de robinet. Determinăm apoi 
numărul de bule degajat de aceeaşi , ramură trecută într-o eprubetă cu 
apă distilată de aceeași temperatură ca si apa de robinet și la aceeaşi 
distanță faţă de sursa de lumină. Se va constata că în apă distilată 
ramura nu va degaja bule sau va degaja un număr mic datorită dizol 
vării unei cantităţi de CO, din aer în timpul experienței. Dacă în epru- 
beta cu apă distilată introducem cu ajutorul unci baghete o cantitate 
mică de NaHCO; (care reprezintă o sursă de CO) vom constata o in- 
tensificare a degajării de bule. , A 


13.4.9.4. Infincnta temperaturii asupra Merei 
fotosintezei 


Temperatura influenţează şi ea intensitatea fotosintezei intervenind 
în viteza de desfășurare a reacțiilor fazei de întuneric a fotosintezei 
(mai ales prin intermediul activităților enzimatice) cît și asupra visco- 
Zității celulelor asimilatoare. 
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Modul de lucru. Se ia o eprubetă cu apă de robinet în care se in- 
troduce o ramură secţionată de Elodea canadensis şi un termometru 
pentru a determina temperatura apei. După ce planta degajă un număr 
constant de bule pe minut notăm numărul de bule degajat după care 
trecem planta într-o altă eprubetă cu apă încălzită astfel încît tempera- 
tura apei să fie cu 10°C mai mare decit în prima eprubetă. Se introduce 
eprubeta în stativ în locul celeilalte şi se numără bulcle degajate pe 
minut. Se va constata că numărul de bule cegajat de plantă în unitatea 
de timp va fi mai mare. În acest fel putem urmări influenţa tempera- 
turii asupra intensității fotosintezei folosind apă la temperaturile de 10°C, 
20°C, 30-C, 40°C şi 50°C. Rezultatele obţinute se trec într-un tabel 
Şi pot fi apoi reprezentate grafic notînd pe ordonată intensitatea foto- 
sintezei (exprimată în număr de bulc/minut), iar pe abscisă tempera- 
tura (în °C). 


13.5. RESPIRAȚIA PLANTELOR 


Substanțele organice produse în cursul fotosintezei înmagazinează 
encrgia luminii solare sub formă de energie chimică potenţială. Aceast: 
energic este eliberată în cea mai mare parte prin procesul de respirație 
celulară în urma unor reacţii de oxidare respiratorie şi într-o măsură 
mai mică prin procese de fermentație și hidroliză a substanţelor com- 
plexe în substanțe mai simple. Encrgia eliberată ceste folosită de plante 
în desfăşurarea fenomenelor vitale sau este degajată sub diferite forme 
de energie ca de exemplu energie calorică, electrică, luminoasă etc. 

În cursul respirației are loc un schimb de gaze care se soldează cu 
oxidarea completă a substanțelor organice folosite în respirație pînă la 

gri s Fe k > 
CO? şi H20, cu cliberarea completă a energiei conținute conform urmă- 
toarei reacții globale : CeH1206 + 602 —— 6CO, + 6HO + 674 Kcal. 


13.5.1, EVIDENŢIEREA SCHIMBULUI DE GAZE CARACTERISTIC RESPIRAȚIEI 


Aşa după cum se poate observa și din reacția globală a respirației în 
acest proces fiziologic se absoarbe oxigen şi se degajă dioxid de carbon. 

Modul de lucru. Într-un balon cu tubulură laterală se introduc se- 
mințe germinate și o eprubetă mică cu NaOH sau KOH 20—300/,. La tu- 
bulura laterală a balonului se ataşază cu ajutorul unei garnituri de cau- 
ciuc un tub subțire de sticlă îndoit la partea de sus în unghi drept. Ca- 
pătul inferior al acestui tub sc introduce într-un pahar cu apă colorată 
iar gura balonului se închide cu ajutorul unui dop (fig. 147). 

, Semințele respirînd vor consuma oxigen şi vor elimina dioxid de 
carbon care va-fi fixat de soluţia de hidroxid din eprubetă astfel câ 
datorită consumării oxigenului din aerul din balon va scădea presiunea 
în interiorul balonului iar apa colorată va urca în tubul vertical. 


13.5.2. DETERMINAREA INTENSITĂȚII RESPIRAȚIEI 
PRIN METODA BOYSEN-JENSEN 


Prin această metodă intensitatea respirației se determină după can- 
titatea de dioxid de carbon produs de materialul vegetal ținut într-un 
volum de aer închis. 
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Fig. 147 — Metoda Godlevskil. 


z l Sebi 


Modul de lucru. Se iau două borcane cu capacitatea de 500—1000 
cm? pe fundul cărora se introduc cite 20 ml de soluţie de Ba(OH)a 7%/0 
şi cîteva picături de fenolftaleină (soluţie alcoolică 10/g), după care unul 
din ele se închidt imediat (el reprezentînd proba de control) iar în celă- 
lalt se introduce materialul vegctal a cărei intensitate a respirației o 
determinăm în așa fel ca acesta să stea deasupra soluţici de hidrat. Pen- 
tru aceasta materialul vegetal] (de regulă seminte germinate) se pune 
într-o bucată de tifon care se leagă cu o aţă şi se suspendă deasupra 
soluţiei din borcan. Se pune dopul în așa fel ca cl să prindă aţa de care 
este suspendat materialul vegetal iar capătul ei să rămînă în afara bor- 
canului. 

Dacă materialul vegetal conţine clorofilă, borcanul se înveleşte cu 
hîrtie neagră sau se ţine la întuneric. Se lasă borcanele timp de o oră 
în repaus, clătinîndu-le din timp în timp pentru a sparge crusta de car- 
bonat de bariu care sc formează prin fixarea dioxidului de carbon de 
către hidroxidul de bariu. După trecerea acestui interval de timp se 
scoate materialul vegetal din borcan și se titrează excesul de hidroxid 
de bariu 70/ cu o soluţie de acid oxalic 2,86360/, folosind o biuretă. Se 
titrează apoi şi excesul de hidroxid de bariu din borcanul de control. 
La titrarea hidroxidului de bariu din borcanul de experienţă se va con- 
suma o cantitate mai mică de acid oxalic, de exemplu 15 ml, decît la 
borcanul de control, de exemplu 18 ml, cantitatea de dioxid de carbon 
emis de materialul vegetal luat în experienţă va fi diferența dintre 
proba de control şi cea de experienţă, adică 18—15 = 3 cm’. Dacă pre- 
supunem că s-a lucrat cu 10 g de material vegetal şi intensitatea res- 


pirației trebuie să se exprime în cm? CO,/g/h se fac următoarele cal- 
cule : 


10 g. mat. vegetal . . . . . . . . 3 om? CO, 
1 g. mat. vegetal . . . . . . . . X om? CO» 
3-.1 
X = E = 0,3 cm? CO,/g/h. 
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13.5.3. PUNEREA ÎN EVIDENȚĂ A RESPIRAȚIEI ANAEROBE 
LA PLANTELE SUPERIOARE 


in lipsa oxigenului molecular plantele îşi procură energia enecesară 
vicții printr-o respiraţie anaerobă care constă în degradarea substan- 
telor complexe în substanțe mai simplc, cu eliberarea de energie. Astfel 
de cxemplu moicculele de glucoză sînt descompuse în alcool etilic si. 
diodix de carbon. 

Modul de lucru. Se umple o eprubetă cu mercur, sc astupă epru- 
beta cu degetul şi se răstoamă cu gura în jos într-un cristalizor cu 
mercur, în așa fel încît în eprubetă să un pătrundă aer. Se fixează 
cprubeta într-un stativ iar prin gura eprubetei, scufundată în mercur, 
se introduc 4—5 semințe de porumb îmbibate cu apă. Acestea se vor 
ridica în partea de sus a ceprubetei (fig. 148). După 30—60 de minute se 


Fig. 146 — Demonstrarea respirației 
intramoleculare : 1 — seminţe; 2 — 
Mercur, 


constată că mercurul din eprubetă începe să coboare datorită dioxi- 
dului de carbon eliminat de către seminţe. Pentru a demonstra că gazul 
din eprubetă este dioxid de carbon se introduc în ea 1—2 pastile de 
KOH sau NaOH constatîndu-se că imediat mercurul va urca în eprubetă 
datorită fixării dioxidului de carbon de către hidroxidul introdus. 

Dacă lăsăm experiența astfel montată peste 24 de ore, fără a in- 
troduce hidroxid, vom constata după scoaterea eprubeiei din mercur, 
că semintele si gazul rămas în eprubetă miros a alcool. 


13.5.4. EVIDENŢIEREA FERMENTAȚIEI ALCOOLICE 


Fermentaiia alcoolică reprezintă un caz perticular de respiraţie ana- 
crobă întîlnit în mod curent la drojdii care fermentează soluţiile zaha- 
rate cu producere de alcool ciilic, dioxid dc carbon și energic. 

Modul de iucru. Se ia un pahar Erlenmeyer de 250 ml. şi se umple 
pe jumătate cu o soluţie de zaharoză 100% peste care se adaugă 10 ml 
suspensie de drojdie de bere. Se astupă paharul cu un dop de cauciuc, 
în care se fixează unul din capetele unui tub de sticlă îndoit în forma 
de S. Celălalt capăt al tubului se introduce într-un cristalizor cu apă. 
Pentru grăbirea fermentaţici, poharul Erlenmeyer se introduce într-un 
cristalizer cu apă la 30—35*C. După 10——20 de minute dioxidul de 
carbon eliberat în timpul ferrsentaţiei începe să se degaje sub formă 
de bule prin tubul îndoit în formă de S (fig. 149). 

Pentru a demonstra că bulele de gaz degajate sînt de dioxid de 
carbon precedăm, în felul următor : luăm o eprubetă plină cu o soluţie 
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Fig. 149 — Punerea în cvidenţă a CO, 
rezultat din fermentația alcoolică 


diluată de hidroxid de bariu în care punem 1--2 picături dintr-o solutie 
alcoolică de fenolftaleină 104. În mediu bazic fenolftaleina are culoarea 
roşie deci conținutul eprubetei se va colora în roşu. Se astupă eprubeta 
cu degetul și se răstoarnă deasupra tubului de sticlă din cristalizorul 
cu apă (fig. 150) în așa fel încît să nu pătrundă aer în eprubetă. Dioxi- 
dul de carbon degajat este captat de hidroxidul de bariu care reacţio- 
nează cu el producind carbonat de bariu şi pe măsură ce hidroxidul 
este transformat în acest mod conţinutul eprubctei se decolorează pînă 
la dispariţia completă a culorii (în momentul cînd tot hidroxidul a 
reacționat cu dioxidul de carbon degajat în fermentație). 

Alcoolul etilic rezultat în urma fermentaţici se poate evidenția în 
felul următor: se lasă lichidul să fermenteze pînă a doua zi cînd se 
adaugă puţin NaOH 100%, se încălzește la aproximativ 60°C după care 
sc introduc în balon cîteva cristale de iod. In prezenţa alcoolului etilic 
se formează iodoformul sub forma unui precipitat fin galben cu miros 
caracteristic. 
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13.5. CREŞTEREA PLANTELOR | ; 
13.6.4. DETERMINAREA FACULTAŢII ŞI ENERGIEI GERMINATIVE 


Atunci cînd se efectuează proba germinaţiei se asigură seminţelor 
condiţii optime de umiditate, temperatură şi aerare şi se urmărește 
numărul de semințe care germincază (în %/) acesta reprezentînd facul- 
tatea germirativă şi viteza cu care se declanșează procesul de germi- 
nație, accasta reprezentind energia germinativă. 

Modul de lucru. Pentru determinarea capacităţii de germinaţie în 
cazul grîului se lcrează cu 400 de cariopse repartizate în patru repetiţii 
de cîte 100 de cariopse. În cazul semințelor mai mari (de exemplu cele 
de porumb) s> lucrează cu 200 boabe repartizate în patru repetiții de 
cîte 50de boabe. 

Sc iau patru cutii Petri cu diametrul de 20 cm. şi se introduce în 
fiecare cîte o hrîtie de filtru pe care se desenează cu creionul 1 dm? 
care se divide în 100 de pătrătele cu latura de 1 cm. 

Se aleg cariopse de grîu intacte și se aşează cu ajutorul unei pense 
cîte o cariopsă în fiecare din cele 100 de pătrăţele desenate pe hîrtia 
de filtru. Apoi cu ajutorul unci pipete se îmbibă hiîrtia de filtru cu 
apă se pune capacul pe care se notează data. Cutiile Petri sc păstrează 
la temperatura camerei controlindu-se zilnic umiditatea şi ur-ectîndu-se 
ori de cîte ori este nevoie. 
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Ambii indici atit energia cit și facultatea germinativă sint daţi de 
valoarea procentuală a semințelor germinate în anumite intervale de 
timp. Penvru facultatea germinativă timpul este astfel măsurat încît 
după expirarea lui, în gencral, nu mai germinează nici o sămînţă (din 
cele negerminate pînă atunci). Pentru aprecierea energiei germinative 
numărătoarea se face după un interval cuprins între 1/3 pînă la 1/2 
din durata stabilită pentru determinarea facultăţii germinative. Aceste 
termene variază în funcţie de specie, de temperatură și de tratamen- 
tele prealabile. 

Conform normelor laboratoarelor de control al semintelor la grîu 
energia germinativă se datermină după 3 zile de la montarea experien- 
tei iar facultatea germinativă după 7 zile. 

La prima numărătoare se numără şi se îndepărtează din cutia Petri 
semințele germinate normal precum și cele putrezite iar restul sc lasă 
la germinat pînă la al doilea termen (7 zile). 

Se consideră germinate seminţele: care prezintă radicule şi tulpini 
normale. Radicula se consideră normală dacă are lungimea semințci iar 
tulpiniţă dacă atinge 1/2 din lungimea seminţei. 

»  Numărarea se face la fiecare repetiţie în parte după care se face 
media numărătorilor care se exprimă în procente. Ea reprezintă valoa- 
rea energiei germinative. 


13.6.2. CORELAȚIA DINTRE CANTITATEA DE ENDOSPERM 
A SEMINȚELOR ŞI CREȘTEREA PLANTULELOR 


Atunci cînd semințele germinează, embrionul se dezvoltă pe seama 
substanţelor de rezervă din endosperm așa încît pînă la formarea rădă- 
cinilor şi frunzelor creşterea plantelor este dependentă de cantitatea de 
endosperm a seminţelor. 

Modul de lucru. Se aleg semințe sănătoase cu embrionul intact şi 
se pun la înmuiat într-un vas cu apă. Apoi se iau patru loturi de cîte 
10 seminţe și se procedează în felul următor : se așează 10 semințe: în- 
tregi într-o cutic Petri pe o hirtie de filtru îmbibată cu apă. La al doilea 
lot de 10 seminţe sc îndepărtează cu o lamă de ras cîte 1/4 din endo- 
sperm, la al treilea lot se: îndepărtează 1/2 din endosperm iar la al pa- 
trulca lot 3/4 din enposperm. Fiecare din aceste loturi sc pun la ger- 
minat în cîte o cutie Petri pe hiîrtia de filtru îmbibată cu apă. Se pun 
capacele pe care se notează varianta (1/1, 3/4, 1/2 si 1/4 endosperm 
lăsat împreună cu embrionul), data şi clasa. Cutiile Petri se păstrează 
în laborator la întuneric timp de o săptămînă verificînd zilnic umidi- 
tatea hîrtiei de filtru. 


După o săptămînă se va constata o creștere diferită a plantelor 
în funcţie de cantitatea de endosperm pe care plăntuţa a avut-o la 
dispoziţie. 

Pentru stabilirea corelației dintre cantitatea de endosperm şi creş- 
terea plăntuțelor se măsoară cu rigla lungimea rădăcinițelor și tulpini- 
telor pe fiecare variantă a experienţei calculîndu-se lungimea medie a 
celor două organe la fiecare variantă. Cu aceste valori se va construi 
“un grafic cu două curbe (una pentru rădăcină și cealaltă pentru tulpină) 
funcţie de cantitatea de endosperm din fiecare din cele patru variante. 
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.13.6.3. AFLAREA POZIŢIEI ZONELOR DE CREȘTERE LA DIFCRITE ORGANE 
PRIN METODA DIVIZIUNILOR CU TUŞ 


Organele plantelor superioare nu cresc în mod uniform pe toată 
întinderea lor, ele prezentind două zone distincte de creştere: 

— zona creșterii meristematice — este o zonă ce se reînoieşte fără 
întrerupere și în care celulele se divid continuu dar nu-şi măresc în 
mod perceptibil volumul. 

— zona creșterii prin întindere — în această zonă celulele îşi mă- 
resc mult volumul, mai ales pe socoteala apei care pătrunde în celule. 
În experienţele care urmează se va determina localizarea zonei de creş- 
tere prin intindere la rădăcină, tulpină și frunze. 


13.6.3.1. Zona de creștere la rădăcină 


Se lucrează cu 2—4 seminţe germinate cu râdăcini drepte și viguroase 
de 1—2 cm lungime (rădăcini drepte se obţin prin aşezarea seminţelor 
îmbibate cu apă în rumegus umed astfel ca radicula să iasă direct în 
jos fără să se curbeze). 

Se scot semintele germinate din rumegus, se sterg cu hîrtie de fil- 
tru şi se marchează cu tuş din milimetru în milimetru pe o distanță 
de 10 milimetri de la vîrf (fig. 150, I). Rădăcinile odată marcate se trec 
seminţele într-o cameră umedă (de exemplu un vas dreptunghilar de 
sticlă) la întuneric timp de 24 de ore. 

După 24 de ore se măsoară distantele dintre diviziuni stabilindu-se 
creșterea fiecăreia din cele 10 diviziuni iniţiale. Se va constata că pri- 
mul milimetru de la virf şi ultimii 4—5 milimetri nu și-au modificat 
hungimea (fig. 18, II) de unde concluzia că zona de creștere prin alun- 
girc a rădăcinii este subterminală şi se întinde între milimetrul 2 şi 
următorii 5—6 milimetri, creşterea maximă realizîndu-se între milime- 
trul 2 şi 4. 


Fig. 150 — Împărţirea rădăcinii în diviziuni mili- 
motrice pentru determinarea zonei de creştere: I — 
aspectul inițial; II — după 24 de ore. 


13.6.3.2. Zona de creştere la tulpinile nearticulate 


Se seamănă într-un ghiveci cu rumeguş seminţe de foarea soarelui 
şi de mazăre şi se cresc 5 zile la întuneric la o temperatură de 20— 
25°C, Se lasă apoi cîte două plăntuțe din fiecare, de aproximativ 4 cm 
înălțime iar restul plăntuţelor se scot din ghiveci. 
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Cite o plăntuţă din fiecare specie se marchcază de sus pină jos cu 
diviziuni cu tuş din milimetru în milimetru. Celelalte două plăntuţe 
care servesc drept martor se marchează cu cite o singură linie la 2 cm 
de la vîrf. După 1—2 zile de creştere la întuneric şi o temperatură de 
20—25"C, se observă că semnele s-au îndepărtat unele de altele mai 
ales la virf în timp ce la bază ele au rămas la distanţa iniţială 1 mm). 

La tulpină zona de creştere se întinde pe o distanţă mai mare 
decît la rădăcină (cîţiva cm iar la uncle plante chiar cîteva zeci de cm). 


12.6.3.3. Zoza de creştere la frunze 


Limbul frunzei prezintă întîi o creștere apicală care încetează cu- 
rind și locul ei este luat de o creștere bazală (la monocotiledonate) şi 
creştere bazală plus laterală (la dicotiledonate). 

Pentru a demonstra acest lucru se alege una din frunzele tinere, 
abia pe sfert dezvoltată de la o plantă de fasole. Fără să o desprindem 
de pe plantă se trasează pe [aţa superioară linii verticale şi orizontale 
astfel încît să se obţină nişte pătrăţele cu latura de 2 mm. După 4 zile 
se constată o deformare a pâtrăţelelor trasate cu tuş mai ales către 
baza limbului şi pe cele dcuă laturi limbu! frunzei avind o creştere 
difuz bazală. 


13.6.4. MASURAREA CREȘTERII CU MICROSCOPUL ORIZONTAL 


Cu ajutorul microscopului orizontal, dotat cu un micrometru ocu- 
lar se pot măsura mișcările foarte mici de alungire a virfului unui or- 
gan în creștere. Metoda prezinti avantajul că este foarte rapidă (dato- 
rită amplificării creșterii) si 'planta creşte în condiţii normale nefiind 
influenţată în mod mecanic ca de exemplu în cazul folosirii auxano- 
metrelor. 

Modul de lucru. Se aleg seminţe germinate la care rădăcina şi co- 
leoptilul sînt drepe, se fixează plantula cu vată şi se introduce cu rădă- 
cina într-o eprubetă (cu apă pe fund) în așa fel încit vata să servească 
drept dop. Se prinde eprubeva într-un stativ metalic şi se apropie de 
ea tubul microscopului prinzind viriul rădăcinii pe scara verticală a 
micrometrului ocular în dreptul diviziunii zero după care se fac trei 
citiri la interval de i0 minute fiecare. Se face media acestor citiri, va- 
joarea obţinută servind la calcularea vitezei de creștere. Pentru a calcula 
viteza de creştere a rădăcinii trebuie să se afie valoarea unci diviziuni 
a micrometrului ccular în milimetri. 

Acest lucru se realizează prin fixarea unci rigle în stativul metalic 
și aflarca numărului de diviziuni de pe micrometrul ocular care acoperă 
l mm de pe riglă (la numărătoare intră şi diviziunile corespunzătoare 
grosimii uneia din cele două linii care delimitează 1 mm de pe rigtâ). 
Dacă de exemplu acest număr este egaj cu 50 de diviziuni rezultă că o 
diviziune va avca 0,02 mm. 

Cunoscînd valoarea unci diviziuni și numărul de diviziuni cu care 
rădăcina creşte în medic într-un interval de timp de 10 minute se cal- 
culcază viteza de creştere în mm/h. 

Pentru determinarea „itezei de croştcre a coleoptilului se proce- 
dează în mod asemănător. 


318 


13.7. MIȘCĂRILE PLANTELOR 


Excitabilitatea și mișcarea, caractere de bază ale materiâi vii, sint 
mai puţin dezvoltate la plante decit la unimle deoarece plantele nu au 
un sistem nervos iar o marc parte dintre ele sint fixate în sol. Cu toate 
acestea mișcările pluntelor, deşi aparent reduse în comparaţie cu mişcă- 
rile animalelor, reprezintă un fenomen destul de răspîndit în lumea 
plantelor şi totodată foarte divers ca forme de manifestare şi meca- 
nisme de execuţie. 

Pentru clasificarea difcriteior tipuri de mişcări Ja plante se ape- 
lează în gencral la următoarele criterii : 

— natura structurilor care participă la mişcare : organite celulare, 
celule izolate sau organe întregi ; 

— intervenția sau neintervenţia unui factor extern în declanșarea 
mișcării ; 

— prezența sau absența uni fenon:cn de creștere pentru ca miş- 
carea să aibă loc. / 

În funcţie de aceste criterii mişcările plantelor pot fi: mișcări cu 
mecanisme fizice (mişcări prin îmbibaţie şi coeziune); mișcări cito- 
plasmatice (mișcări ale citoplasmc: şi organitelor citoplasmatice) ; miş- 
cări ale celulelor izolate (mișcări autonome si mişcări provocate-tac- 
tisme-) ; mișcări ale organelor plantelor fixate (tropisme, nastii și nu- 
taţii). 


13.7.1. CURENȚII PROTOPIASIAATICI 


Dat fiind faptul că acest fenomen a fost observat la celulele unor 
plante uparţinînd la diferite grupe sistematice s-a ajuns la concluzia 
că ar fi vorba de un caracter general al citoplasmei. 

Modul de lucru. Mişcarea protoplasmoei se observă la microscop stu- 
diind materialul vegetal pus într-o picătură de apă între lamă şi la- 
melă. Ne dăm seama de deplasarea  protoplasirei urmărind mişcarea 
unor particule vizibile la microscop care sînt antrenate în mişcarea ci. 
Astfel de particule vizibile sint cluroplastele. 

Curenţii protoplasmatici care antrencază în mişcarea br clo;oplas- 
tele se pot observa foarte ușor la frunzele de lodea canadensis mai 
ales la celulele din vecinătatea nervurii mdianc. 


13.7.2. GEOTROPISMUL 


Organele plantelor se orientează diferit faţă de directia şi sensul 
fortei de atractie a pămîntului. Astfel rădăcina si tulpina principală se 
orientează paralel cu forța de utractie cle fiind organe ortogeotrope. 
Rădăcina se orientează spre forțe mai mari de atracţie fiind pozitiv or- 
togeotropă în timp ce tulpina sc orientează spre forţe mai mici de 
atractie ea fiind negativ ortogcotropă. 

Modul de lucru. Pe un dop de plută se fixează cu ajutorul unor ace 
cu gămălic niște semințe de porumb germinate în poziţiile: normală 
(cu tuipiniţa în sus şi rădăciniţa în jos), răsturnată și orizontală. Dopu! 
în care au fost înfipte seminicle se aşează înir-o farfurioară cu apă și 
se acoperă cu un clopot de sticlă (fig. 151). 
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Fig. 151 — Dispozitiv pentru observarea 
geotropismului. 


După 12—24 de ore se observă că în toate cele trei cazuri rădăcina 
este îndreptată în jos iar tulpina în sus, aceasta datorită mișcărilor 
geotrope care se realizează prin creşterea neuniformă a celulelor celor 
două fețe ale organelor: la rădăcină cresc mai intens celulele de pe 
fața superioară ceea ce face ca rădăcina să se orienteze pozitiv ortoge- 
otrop iar la tulpină lucrurile se petrece invers ea fiind negativ orto- 
gcotropă. 


13.7.3. FOTOTROPISMUL 


Fototropismul este o mişcare de orientare a plantelor faţă de lu- 
mină, mişcare ce se realizează tot prin diferenţă de creștere a celulelor 
de pe cele două feţe ale unui organ (faţa expusă luminii şi faţa opusă 
acesteia). 

Modul de lucru. Se cresc plăntuţe de ovăz în ghivece de pămint pe 
un singur rînd — ín mijlocul ghiveciului. Cînd coleoptilole ating 2—3 
cm începe experienţa. Unui coleoptil i se retează viriul (cam 3 mm din 
virf), altuia i se acoperă virful cu un capişon de staniol de 3—4 mm lun- 
gime, la alt coleopfil se acoperă un staniol partea bazală, iar altul este 
lăsat liber (fig. 152 a). Ghiveciul se introduce sub o cutie dreptunghiu- 
lară de lemn sau de carton căptușită la interior cu hirtie neagră și care 
are pe una din laturi un orificiu circular cu diametrul de 2 cm. După 
6—12 ore se constată că la colcoptilele cu vîrful tăiat şi la cele cu vîrful 
acoperit cu staniol nu se »roduce curbura fototropică. Ea se produce 
doar la colcoptilele libere şi la cele care au baza acoperită, vârful 
acestora din urmă fiind curbat spre orificiul prin care a pătruns lu- 
mina (fig. 152 b). 


Fig. 152 — Punerea în cvidenţă a foto- 
tropismului şi a zonei de percepere a 


luminii: a — aspectul iniţial; b — 
după 6—12 ore de şedere în camera 
fototropă. 
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Prin această experiență se evidenţiază atit producerea curburilor 
fototrope cit şi zona de percepere a luminii, aceasta fiind situată la 
vîrful coleoptilelor. 


13.7.4. CHIMIOTROPISMUL RADACINILOR 


Chimiotropismul reprezintă mişcări de curbură provocate de con- 
centraţia neegală a unei substanţe chimice pe cele două fețe opuse ale 
unui organ. Atunci cînd acesta se curbează spre concentraţia mai mare 
avem de a face cu un chimiotropism pozitiv iar cînd se curbează spre 
concentraţia mai mică cu un chimiotropism negativ. 

Modul de lucru. Pentru evidenţierea chimiotropismului trebuie să 
realizăm un dispozitiv în care concentraţia substanţei care acţionează 
asupra rădăcinilor să fie mai mare pe o faţă a ei decît pe cea opusă. 
Acest dispozitiv se realizează astfel: în două vase de sticlă cu deschi- 
dere largă punem o soluţie fierbinte de gelatină 6—80%, după ce am 
fixat în mijlocul lor cîte o eprubetă ; după ce soluţia s-a întărit turnâm 
apă fierbinte în eprubete pentru a le putea scoate fără a rupe gelul; 
golul rămas în centrul gelului îl umplem cu soluţia de cercetat : intr-un 
vas punem o soluție 20/⁄ de (NH,)2HPO, sau NH,H>PO, iar în celălalt 
o soluţie de NaCl 2,5%/. În jurul scobiturii cu soluţie se introduc ver- 
tical rădăcinile unor plante de lupin sau mazăre (se pot face în preala- 
bil canale cu un ac de împletit, încălizit). Vasele se așează într-un vas 
mai mare cu puţină apă şi sugativă lipită pe pereţi pentru a menţine 
umezeala. Vasele astfel montate se păstrează la întuneric. După cîteva 
zile se observă că rădăcinile s-au curbat : sub influenta fosforului către 
scobitura cu soluţie (chimiotropism pozitiv) sub influenţa clorurii de 
sodiu către pereții vasului (chimiotropism negativ) (fig. 153). 


Fig. 153 — Evidenţierea chimiotro- 

pismulu rădăcinilor : I — reacţie po- 

zitwă față de fosfatul de amonu ; 

ll — reacție negativă fată de NaCl ; 
g — gelatină. 
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